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hnRNPL. Ribonucleoproteina nuclear heterogenea L.
IGF. Factor de crecimiento parecido a insulina.
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Leu. Leucina.

LH. Hormona luteinizante

LH-RH. Hormona liberadora de gonadotropinas.
LHRHA. Analogo hormonal de LH-RH.
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RESUMEN

El cancer de prostata es uno de los problemas mas frecuentes de salud en los
varones. En Meéxico, este tipo de cancer constituye el 14.2% de los
diagnosticados, y el 11.85% como causa de mortalidad por tumores malignos.
En sus etapas iniciales, el cancer de prostata es dependiente de andrégenos
para su proliferacion, sin embargo, después de la terapia de privacion de
androgenos, los tumores se vuelven recurrentes, lo cual dificulta su tratamiento

y puede causar la muerte.

El receptor de andrégenos (AR) juega un papel esencial, tanto en el
crecimiento inicial del cancer de prostata como después de la pérdida de la
sensibilidad a andrégenos. El AR es un receptor de hormona esteroide (SHR)
que pertenece a la superfamilia de receptores nucleares y esta constituido por
varios dominios funcionales. Recientemente, se han propuesto varios
mecanismos sobre el comportamiento del AR en cancer de prostata recurrente.
Entre ellos se encuentra la activacion del AR mediada por varios
correguladores que modulan la actividad transcripcional de genes blanco. Se
han encontrado cambios en la expresion de varios correguladores y en su
unién al AR, llevando a un crecimiento de cancer de préstata andrégeno-

refractario.

Por lo tanto, en el presente trabajo se tuvo como objetivo identificar cofactores
celulares que regulen la actividad del receptor de andrégenos humano en
presencia de antagonistas en cancer de prostata recurrente. Para ello, se
utilizé el sistema doble hibrido en levaduras, empleando el AR humano
completo tratado con flutamida como carnada. Se tamizé una genoteca de
cancer de prostata recurrente humano (CWR-R1), se aislaron los plasmidos
que expresaron proteinas que interactuaron con AR y se determind su

secuencia. Los insertos se identificaron con la ayuda del programa BLAST.

Se encontraron proteinas de varios compartimientos celulares. Las proteinas

nucleares encontradas fueron: 1) H1FX, Miembro x de la familia de las histonas



1, 2) Ubiquitina B, 3) Subunidad C2 del proteosoma 20S, 4) PHB2, Prohibitina
2, 5) hnRNPL, Ribonucleoproteina nuclear heterogenea L, 6) TRI12, Proteina
12 que interactua con el receptor de hormona tiroidea, y 7) PBX3 Factor de
transcripcion 3. Las citoplasmicas y ya descritas son: 1) HSP90, Proteina de
choque térmico 90, y 2) CDC37, proteina 37 del ciclo de division celular. Las
ribosomales: 1) Proteina ribosomal S11, 2) RNR2, Forma parte del RNA
ribosomal S16, 3) RPL3P4, Pseudogen de la proteina ribosomal L3, 4) RPL3,
Proteina ribosomal L3. Mitocondriales: 1) Ubiquinona 1 alfa subcomplejo 3
(NADH), 2) Ubiquinona 1 alfa subcomplejo 5 (NADH), 3) Citocromo C oxidasa
subunidad 1l (3 veces), 4) Citocromo B. Adicionalmente, se encontraron
proteinas no descritas como son: 1) Proteina relacionada con Ila
diferenciacion/apoptosis NB4, 2) Transcrito variante 7 parecido a NHSL1, 3)
mgc 23909 Proteina hipotética con sitio para N-glicosilaciéon, 4) SERF2,
secuencia EDRK rica en factor 2, 5) Secuencia no descrita que puede ser

ortéloga con alguna de Mus musculus.

En conclusion, se aislaron proteinas que no han sido reportadas interactuando
con hAR, se encontraron proteinas reportadas como hipotéticas y uno de los
principios del sistema doble hibrido es encontrar este tipo de secuencias para
su posterior caracterizacion y seria interesante determinar si realmente estan
interactuando con AR, si esta interaccidon se da ubicuamente o si soOlo se

presenta en cancer de prostata recurrente.



ABSTRACT

Prostate cancer is one of the most frequent health problems in men. In Mexico,
it constitutes 14.2% of all diagnoses and 11.85% as cause for mortality due to
malignant tumors. In it’s initial stages, prostate cancer is androgen dependent
for proliferation, however, after androgen ablation therapy, tumours may
become hormone-independent, making treatment more difficult and can lead to
death.

The androgen receptor (AR) plays an essential role in both the initial growth of
prostate tumors and in proliferation of recurrent cancer. AR is a steroid hormone
receptor (SHR) that belongs to the nuclear receptor superfamily and is
constituted by different functional domains. Several mechanisms for AR
behaviour in recurrent prostate cancer have recently been proposed. Among
them there is AR activation by several corregulators that modulate
transcriptional activity at target genes. Changes in corregulator expression and
binding to AR have been suggested to play a role in growth of androgen-

refractory prostate cancer.

The objective of the present work is to identify cellular cofactors that regulate
human androgen receptor activity in the presence of antagonist ligands in
recurrent prostate cancer. For this we used the yeast two-hybrid system utilizing
the full-length human AR treated with flutamide as bait and screened a human
recurrent prostate cancer library (CWR-R1). The plasmids that expressed AR
interacting proteins were isolated and sent to be sequenced. The DNAs were

identified using the program BLAST.

We found possible interacting proteins from various cellular compartments. The
nuclear proteins found are: 1) H1FX, H1 histone family, member X, 2)Ubiquitin
B, 3) 20S proteasome subunit C2, 4) PHB2, prohibitin 2, 5) hnRPL,
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L, 6) TRI12, thyroid hormone receptor
interactor 12, 7) PBXS3, pre-B-cell leukemia transcription factor 3. The

cytoplasmic proteins found and previously described to interact with AR are: 1)



HSP90, heat shock 90kDa protein 1, alpha 2) CDC37, cell division cycle 37.
The ribosomal proteins found are: 1) Ribosomal protein S11, 2) RNR2, 16S
ribosomal RNA, 3) RPL3P4, ribosomal protein L3 pseudogene 4, 4) RPL3,
ribosomal protein L3. Mitocondrial proteins: 1) NDUFA3, dehydrogenase
(ubiquinone) 1 alpha subcomplex 3, 2) NDUFAS5, dehydrogenase (ubiquinone) 1
alpha subcomplex 5, 3) Cyt C (3 times), cytochrome ¢ oxidase subunit I, 4)
Cytochrome b. Additionally, we found proteins that have not been previously
described, including: 1) PNAS-119, NB4 apoptosis/differentiation related
protein, 2) NHSL1, NHS-like 1, transcript variant 7, 3) hypothetical protein mgc
23909, 4) SERF2, small EDRK-rich factor 2, and 5) non-described sequence

from Mus musculus.

In conclusion, we isolated proteins that have not been previously described
interact with AR, we found proteins reported as hypotetics and one of the
principle the yeast two-hybrid system is found these type of sequences for a
back characterize and will be interested known if really are interacting whit AR,

if this interaction is ubiquitously or only in recurrent prostate cancer.



ANTECEDENTES
ANDROGENOS Y ANTIANDROGENOS

ANDROGENOS

Los andrégenos son hormonas sexuales esteroideas masculinas, derivados del
colesterol, tienen como estructura basica el ciclopentanoperhidrofenantreno, su
funcién principal es la de estimular el desarrollo de los caracteres sexuales
masculinos. Los andrégenos, basicamente la testosterona, son producidos por

los testiculos, y solamente el 10% de los andrégenos tiene origen suprarrenal.

Los androgenos ejercen una variedad de efectos bioldégicos en muchos
organos blanco, incluyendo genitales masculinos, préstata, cerebro y tejido
esquelético. Estas hormonas actuan via el AR, y regulan el crecimiento y
diferenciacién de células en la prostata. Esas acciones son mediadas a través
del control transcripcional de un conjunto particular de genes blanco del AR
(Miyata et. al., 2003; lkeda et. al., 2005).

Ademas, se sugiere que el corazdn también puede ser un tejido blanco de los
androgenos, debido a que su receptor se expresa en cardiomiocitos de
mamiferos. Asi mismo, se ha mostrado que los andrégenos producen

hipertrofia cardiaca por un mecanismo directo del receptor (Ikeda et. al, 2005).

Los principales andrégenos en el plasma del varon son la testosterona (T) y
dihidrotestosterona (DHT), los cuales tienen numerosas acciones en el
desarrollo embrionario asi como en la pubertad y la etapa adulta (Xiao et. al,
2005).



TESTOSTERONA (T)

La testosterona es un andrégeno, esteroide de estructura de
ciclopentanoperhidrofenantreno, tiene 19 atomos de carbono, un doble enlace
entre C4 y C5, un atomo de oxigeno en C3 y un radical hidroxilo (OH) en C17.
(Figura 3)

Las células de Leydig del testiculo son el lugar de sintesis principal de la
testosterona a partir del colesterol. También, se puede sintetizar en la corteza
suprarrenal y en las células tecales del ovario. La hormona luteinizante (LH), es
la hormona reguladora especifica de la produccién de la testosterona (Maita et.
al, 2004). Otras hormonas que influyen en grados variables sobre la sintesis de
la testosterona, son la prolactina, el cortisol, la insulina, factor de crecimiento
parecido a la insulina (IGF), estradiol, e inhibina. El colesterol es transformado
por enzimas mitocondriales en pregnenolona, que es el precursor de la

testosterona, via 17-alfa-pregnenolona como se muestra en la figura 1.

Aunque las células de Sertoli, producen testosterona en cantidades limitadas,
sintetizan una proteina transportadora de andrégenos, ABP (proteina de union
a androégenos), que sirve para fijar la testosterona en el testiculo y es la
proteina especifica en el transporte de testosterona por la circulacion

sanguinea (Cummings, et. al, 2004; Lue et. al, 2005 y Auchus, 2004).

La testosterona producida por las células de Leydig, es la que pasa a la
circulacién sanguinea. El contenido de testosterona en el testiculo humano es
de aproximadamente 300 ng/g de tejido y la concentracién plasmatica de
testosterona en el adulto normal es de 300 a 1000 ng/dl. Antes de la pubertad
la concentracion es menor a 20 ng/dl (Cummings etf. al, 2004; Maita et. al,
2004; Goto et. al, 2005).
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Figura 1 .- Vias de sintesis de testosterona. HSD hidroxi esteroide deshidrogenada.
Modificada de Gao et. al, 2005.

DIHIDROTESTOSTERONA (DHT)

La 5a-dihidrotestosterona (DHT) es un andrégeno no aromatico. La enzima
So-reductasa es responsable de la conversion de T a DHT el mas potente
agonista de AR debido a que tiene mayor afinidad por este (Hickey et. al.,
2005).

Esta hormona, es la responsable de la formacion de los genitales externos
masculinos durante la embriogénesis y participa en los eventos de la pubertad
masculina. Las razones de la importancia de la 5a-reductasa no son claras por

completo pero se sabe que DHT se une mas fuertemente a AR y activa la



transcripcion de genes relevantes a mas bajas concentraciones que T. La 5a-
reductasa se expresa en bajas concentraciones en los testiculos, y DHT se
sintetiza de la circulacion de T en tejidos blanco de andrégenos, entre ellos la
prostata (Miyata et. al, 2003; Titus, et. al, 2005).

Aparte de la sintesis de DHT en células blanco a partir de T, las enzimas
esteroidogénicas humanas catalizan eficientemente todos los pasos requeridos
en la ruta a DHT que no involucran intermediarios de T, por una via llamada via
de la puerta trasera (figura 2). Esta ruta alternativa de la produccion de DHT
podria explicar como los androgenos son producidos en algunas condiciones
normales y patolégicas cuando la via convencional de biosintesis de
androgenos falla. Ademas, podria proveer un nuevo enfoque efectivo para

manejar desordenes androgeno-dependientes.

Esta via de la puerta tracera, se ha encontrado en el epitelio de marsupiales,
en testiculos neonatales de varias especies de roedores y ademas es probable
qgue se encuentre en ovarios de mujeres con hiperandrogenemia ovarica debido

a la acumulacion exagerada de 17a-hidroxiprogesterona (Auchus, 2004).

Progesterona

o
-

ol
—

1

Androsterona

]

Androstenediol

|

Dihidrotestosterona

Figura 2.- Via “Backdoor” o de la puerta trasera, una via alterna para la biosintesis

de DHT a partir de progesterona en algunas células.

OTROS ANDROGENOS

Existen otros andrégenos en los varones, que se despliegan en

concentraciones inmedibles en el suero, como 17-hidroxiprogesterona (17-



OHP) y androstenediona que tiene alta afinidad de unién al LBD de AR y es
probable que estos compuestos sirvan como sustrato para la formacion de

androgenos mas potentes en varios tejidos no endocrinos periféricos.

Por otra parte, andrégenos suprarrenales circulantes en bajas cantidades, que
se convierten con eficacia en DHT en el tejido fino de la préstata, dentro de
este grupo se encuentran DHEA o dehidroepiandrosterona, androstendiona,
androstandiol, androsterona y androstenolona (Hero et. al, 2005).

ANTIANDROGENOS

Los antiandréogenos son agentes que bloquean la accion de andrégenos
enddgenos al competir por los sitios de unidn en el AR. En este sentido, se han
sintetizado antiandrogenos esteroideos y no esteroideos. Los segundos son
mas favorables para aplicaciones clinicas porque no hay union inespecifica con
otros receptores esteroides, o que mejora su actividad terapéutica (Bohl et. al,
2005).

Los antiandrégenos no esteroideos son frecuentemente utilizados en
conjuncién con agonistas o antagonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas (LH-RH), para disminuir la produccion y circulacién de

androgenos testiculares y tratar el cancer de prostata avanzado (Li et. al 2005).

En la figura 3 se muestra una comparacion estructural entre andrégenos
(testosterona y dihidrotestosterona) y antiandrogenos utilizados comunmente

(flutamida, bicalutamida y acetato de ciproterona).
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Figura 3. Estructura esquematica de los andrégenos T y DHT, y los antiandrégenos flutamida,

bicalutamida y acetato de ciproterona

FLUTAMIDA

Fue el primer antiandrégeno no esteroideo aprobado para el cancer de préstata
en 1989 (Bohl et. al, 2005). Es una prodroga que en un primer paso metabdlico
produce un metabolito activo biolégicamente denominado 2-hidroxiflutamida.
Sin embargo, el tratamiento con flutamida es asociado con un minimo pero
existente riesgo de falla hepatica, ademas, disminuye el cortisol libre tanto en

hombres adultos como en nifos (Hero et. al, 2005).

Se ha encontrado que la flutamida claramente inhibe la induccion de la
testosterona y esto influye en el comportamiento sexual masculino de ratas,
asi como, la intromision y la eyaculacion. Algunos estudios mencionan que la

exposicion a flutamida en la etapa perinatal causa una reducciéon en la



densidad y frecuencia de células positivas a AR en el tracto urogenital de fetos

masculinos de ratas (Cummings et. al, 2004; Goto et. al, 2005).

BICALUTAMIDA

De una estructura clasica de los antiandrogenos en 1995 fue lanzada la
bicalutamida (Casodex), hasta la fecha es la droga mas potente y mejor
tolerada. Al igual que la flutamida, es utilizada en conjuncién con leuprolida u
otros superagonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas (LH-RH)
para bloquear la produccién de los andrégenos endogenos. Sin embargo, en
los estudios clinicos realizados con bicalutamida por si solo para el tratamiento
de cancer de prostata, se observan elevaciones en la testosterona sérica y el
estradiol (Bohl et. al, 2005).

La mayoria de las moléculas de bicalutamida se unen en un plano similar como
DHT; sin embargo, en el grupo hidroxilo quiral se dobla en una regidon no
ocupada por DHT. Adicionalmente,se ha observado que no afecta la unién de
AR al DNA (Xiao et. al, 2005; Bohl et. al, 2005).

Se ha observado que la bicalutamida, es capaz de inhibir significativamente la
proliferacion de lineas celulares de CaP humano AR positivas y de cultivos
primarios de células de CaP obtenidas directamente de muestras clinicas de
una manera dosis respuesta En presencia de bicalutamida, el factor de
crecimiento epidermal (EGF) tiene la capacidad de preservar el crecimiento
celular, no obstante, existe la posibilidad de que la bicalutamida pueda interferir

con la actividad de su receptor.

El incremento en la estimulacion del crecimiento celular, sugiere que la células
tratadas con bicalutamida llegan a ser mas sensibles a factores de crecimiento
exdégeno y esta caracteristica puede permitir a las células evitar el

requerimiento de andrégenos (Festuccia, et. al, 2005).



ACETATO DE CIPROTERONA

El acetato de ciproterona (CPA) es un antiandrégeno esteroideo con propiedad
progestacional, que generalmente es utilizado en clinica como un
contraceptivo, asi como para el tratamiento de cancer de préstata e hirsutismo
(Pichard y Ferry 2004).

Tiene accion dual, como un bloqueador del receptor de andrégenos periférico y
como un agente central en el hipotalamo para disminuir los niveles totales de
testosterona en el suero, como si se tratara de una castracion. Por lo tanto
puede ser considerado como terapia antihormonal unica que bloquea a los
androgenos y puede ser utilizado como monoterapia en el tratamiento de

cancer de prostata avanzado.

Sin embargo, CPA es comunmente dado antes de la primera dosis de LHRHA
(andlogo hormonal de la hormona liberadora de gonadotropinas (LH-RH)) para
inducir abruptamente a la testosterona. Existe poca literatura de como CPA
disminuye los niveles de testosterona en el suero, sin embargo se piensa que

es debido a su efecto progestacional (Appu, et. al 2005)

Ademas, se ha observado que el CPA compite con DHT y T por el LBD de AR
e inhibe la actividad transcripcional del receptor, tanto en células de mamiferos
como en diferentes cepas de Saccaromyces cerevisiae (Ju, et. al, 2003). Por
otra parte, se ha mostrado que CPA induce la sintesis de reparacion de DNA,
probablemente porque genera especies reactivas de oxigeno que pueden

atacar el material genético (Siddique y Afzal, 2005)



RECEPTOR DE ANDROGENOS

EL hAR, LOCALIZACION CROMOSOMAL Y ESTRUCTURA DEL GEN

El receptor de andrégenos humano (hAR) es una proteina de 110 kDa
(Jasuja, et. al, 2005), con una variacion de 910 a 919 aminoacidos
dependiendo de la longitud de sus repeticiones polimorficas de glutamina y
glicina en la regién NH; terminal. Como se observa en la figura 4, se transcribe
de un gen que tiene 8 exones A-H, localizado en el cromosoma X (Xq11-12). El
gen esta orientado con el extremo 5’ hacia el centromero y fragmentos de ~ 90
kb de DNA que contienen 8 exones que codifican para un RNAmM de ~10.6 kb
con ~ 2,757 pb en marco abierto de lectura (Lubahn, et. al, 1988).

El primer exén codifica para el dominio NH; terminal (NTD) que es una region
regulatoria transcripcional de la proteina, ademas, contiene una regién de
repeticion de CAG que codifica para glutamina (Q) es denominada secuencia
de poliglutamina, en el AR humano empieza en el aminoacido 57. Los exones 2
y 3 codifican para el dominio central de union a DNA (DBD) y los exones 4 a 8
para la region COOH terminal de union a ligando (LBD). (Gelmann, 2002;
Kuiper et. al, 1989).

AR es miembro de la subfamilia de receptores esteroides (SHRs) y ésta a su
vez pertenece a la superfamilia de receptores nucleares (NR) que al ser
activados por ligando (Aranda et. al., 2001), sufren una serie de cambios
conformacionales que les permite interactuar con elementos de respuesta
sobre el DNA, para regular la trascripcion de genes blanco. Los ligandos
fisiologicos del AR son DHT y la T (Gregory et. al., 2001; Lue, et. al, 2005).
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Figura 4.- (A) Organizacion genémica del gen de AR, (B) organizacion exonica, (C) localizacién
y tamano de los exones en pb que codifican para los tres dominios funcionales de AR, ademas
se puede observar el numero de repeticiones para glutamina (GIn), prolina (Pro) y glicina (Gly)
del dominio NH, terminal, y en (D) estructura proteica demostrando como la organizacion de los

exones se traducen en regiones funcionales discretas del receptor. (Gelmann, 2002)

DOMINIOS FUNCIONALES

Al igual que otros receptores nucleares (NR), el AR esta constituido por varios
dominios funcionales: una region variable amino terminal (NTD), que tiene un
dominio de transactivacion ligando independiente AF1; una region central
conservada, que contiene el dominio de union a DNA (DBD); una region
variable o bisagra que conecta el DBD a la regidon conservada carboxilo
terminal que contiene el dominio de unién al ligando (LBD) y una zona de
activacién transcripcional denominada AF2, cuya actividad de transactivacion
depende de la union de ligando (Aranda et. al., 2001; Xu y Li, 2003). A
diferencia de otros NR, el AR presenta su mayor funcién de transactivacion en
el dominio NHa-terminal (AF1). (Dotzlaw et. al., 2003; Jasuja, et. al, 2005).

Detalles de la estructura de AR se muestran en la figura 5.
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Figura 5.- Dominios y regiones descritas del receptor de andrégenos humano (hAR)

DOMINIO NH2; TERMINAL (NTD)

La region amino-terminal del AR incluye los primeros 503 aminoacidos de la
proteina. La estructura de el NTD de AR incluye una a-helice que se extiende
sobre la regidn conservada NSM (motivo sefial del NTD de AR) y el residuo
E231 como un determinante critico de la actividad transcripcional de AR,
sugiriendo que su estructura es critica para el reclutamiento de factores
transcripcionales. Como ejemplo, recientemente se ha mostrado que el AR-
NTD interactua directamente con la proteina CHIP (proteina que interactua con
HSP70), la cual funciona como un regulador negativo de AR en la actividad
transcripcional; estos datos confirman que esta regiéon tiene un motivo
conservado evolutivamente que probablemente juega un papel critico en la

modulacion de la accion de AR (Han et. al, 2005).

Ademas, la region amino-terminal de los SHR es la menos conservada
evolutivamente y no es de sorprenderse que esta region en AR tenga algunas
caracteristicas funcionales uUnicas comparadas con otros miembros de la
familia, especialmente por que es una de las de mayor extension. Los primeros

140 aminoacidos no son esenciales para la actividad transcripcional, su



delecién da como resultado niveles de actividad transcripcional similares a los
del AR silvestre (Aranda y Pascual, 2001; Brinkmann et. al, 1999).

Adicionalmente, es la region efectora primaria y es en gran parte responsable
de la transactivacion de AR. A diferencia de otros SHRs cuya actividad es
atenuada por la delecion del LBD. La delecién del LBD del AR da como
resultado un fragmento residual NHy-terminal con actividad constitutiva casi
igual a la actividad transcripcional de la proteina completa; sugiriendo que esta
region es el sitio primario para la interaccion de AR con los coactivadores que
amplifican la sefial transcripcional y median la accion de AR. Sin embargo, se

conocen mas coactivadores para la region COOH terminal (He et. al, 2001).

DOMINIO DE UNION A DNA (DBD)

El AR tiene una region de 66 residuos de aminoacidos denominada DBD y es
la mejor conservada entre los SHRs. Esta region incluye ocho residuos de
cisteinas que forman dos complejos coordinados con dos iones de Zn%,
denominados dedos de zinc. Estos dos dedos forman la estructura que se une
al surco mayor del DNA, el segundo dedo de zinc estabiliza al complejo de
unién por interacciones hidrofébicas con el primer dedo y contribuye a la unién
especifica del receptor al DNA en los elementos de respuesta a andrégenos
(AREs). Asi mismo, esta region es necesaria para la dimerizacion del receptor
(Gelmann, 2002).

Por otro lado, los AREs en el DNA estan compuestos por dos secuencias
palindrémicas de hexanucledtidos y separados a la mitad por un espacio de
tres nucleadtidos. El AR se puede unir a residuos de guanina como se indica en
la siguiente secuencia RGAACA-NGN-TGTNCT, o también a una segunda
clase de secuencia RGGACA-NNA-AGCCAA, que median la cooperacion entre
receptores de unién adyacente y enhancers de respuesta especifica a
androgenos (Reid, et. al, 2001)



Ademas, se ha observado que el DBD aislado y asociado a la extension COOH
terminal son necesarios y suficientes para generar el mismo patron de
selectividad de elementos de respuesta del DNA y de dimerizacion; aunque la
unién de ligando tiene distintas respuestas especificas a hormonas. En este
sentido, el DBD del AR unido a sus elementos de respuesta, revela una unién
del dimero cara — cola al DNA, y adicionalmente el DBD requiere de otras

interfases de dimerizacion (Shaffer et. al 2004).

BISAGRA

La region de bisagra se encuentra entre el DBD y el LBD, e influye en la
localizacion nuclear de AR, debido a que cuando al receptor se le une su
ligando sufre un cambio conformacional y despliega una senal de
internalizacion nuclear (NLS) en esta region. Esta sefial es bipartita y se
sobrelapa al DBD. Una vez expuesta la NLS, es fosforilada por proteinas
cinasas en la Ser 650 (figura 5) y puede ser reconocida por un receptor como
importuna-a, el cual media la traslocacion del AR al nucleo; ademas esta serina
es requerida para la actividad transcripcional de AR (Zhou, et. al 1995). Alguna
delecion en esta zona, reduce marcadamente la traslocacién nuclear ligando-
inducida pero no bloquea totalmente la senalizacion. Esto probablemente se
debe a que este receptor puede ser fosforilado por otras vias como la de la
proteina cinasa mitogeno-activada (MAPK) o la proteina cinasa A (PKA), y asi
ser activado de manera ligando-independiente como se observa en la figura 8
(Gioeli et. al, 2002; Edwards y Bartlett, 2005).

DOMINIO DE UNION A LIGANDO (LBD)

En este dominio se encuentra la region de union al ligando (LBD) y la regién de
transactivacion denominada AF2. Aun cuando la regién AF1 del AR parece ser
mas fuerte que la regidn AF2, se sabe que estas regiones pueden actuar
individualmente 6 sinérgicamente para activar la transcripcidn de genes blanco

de manera tejido- o promotor especifica.



La estructura cristalografica del LBD de hAR fue determinada en 2000 por
Matias y colaboradores. A pesar de las diferencias substanciales en la
secuencia primaria de aminoacidos entre el LBD de AR y otros SHRs, en
algunos casos con una muy baja analogia como el 20%, las estructuras
tridimensionales de los LBDs de estas moléculas son bastante similares. Los
LBDs de estos receptores se doblan en 12 alfa hélices que forman una cavidad

de unioén a ligando (Figura 6).

Figura 6.- Estructura del LBD de hAR determinada por

cristalografia en presencia de ligando (Bohl, et. al, 2005).

En el citoplasma, el AR se asocia con un complejo de proteinas de choque
térmico como HSP90 y HSP70 que funcionan como chaperonas para mantener
el LBD en una conformacion competente para la unién del ligando (Cheng et.
al, 2002; Sharma et. al., 2000). Cuando se le une el ligando, sufre un cambio
conformacional con la subsecuente disociacion de las proteinas de choque
térmico. En este momento el receptor expone su sefial de localizacion nuclear y

se trasloca al nucleo.

El cambio conformacional ligando-inducido activa a la region de transactivacion
AF2. Este cambio incluye el movimiento de la hélice 12 del LBD contra las

hélices 3 y 5, tapando la cavidad que contiene al ligando y generando una



pequefia hendidura hidrofébica que, en el caso de la unidén de un ligando
agonista como T o DHT, forma un centro hidrofébico para unir proteinas con
secuencias LXXLL (Cheng et. al.,, 2002). Este motivo generalmente se ha

observado en proteinas coactivadoras del AR y otros NRs.

Por otra parte, si se une un ligando antagonista como los antiandrégenos,
flutamida, casodex o acetato de ciproterona, el cambio conformacional del LBD
es diferente y esto puede provocar un cambio en la unién a proteinas. En
algunos de estos casos se ha visto mayor afinidad por proteinas con otro
motivo de union como la caja CoRNR de proteinas correpresoras. Esta caja
contiene el motivo LXXI/LXXIL donde “L” es leucina, “X” cualquier aminoacido e
“I” isoleucina (Hu, et. al, 2001). Por lo tanto se sugiere que el tipo de ligando
(agonista o antagonista) dicta no solo la conformacion del receptor, sino

también la funcion y actividad de los correguladores (Dotzlaw, et. al, 2003)

Ademas, se ha mostrado que la region de transactivacion denominada AF2
también puede funcionar como un sitio de dimerizacion que interactua con la
region NH, terminal del AR (Langley, et. al, 95; Kumura et. al., 2003). Estudios
de mutagénesis han indicado que la interaccion androgeno-inducida entre los
dominios NH»- y COOH- (N/C) terminal del AR incrementa la estabilidad del
receptor y estd mediada por dos secuencias similares a LXXLL en la regién
NHa-terminal del AR (He et. al., 2000). La cual presumiblemente compite con

otras proteinas que se unen al LBD que presentan este motivo.

FUNCION DE AR

El AR juega un rol crucial en el desarrollo y mantenimiento de caracteristicas
primarias y secundarias sexuales masculinas (Miyata et. al, 2003). Estudios
recientes, han confirmado que la inactivacion del gen de AR causa la pérdida
completa o disminuciéon del comportamiento sexual masculino, a pesar de
tratamientos con hormonas esteroides (Schneider et. al, 2005; Xiao, 2005). Por
lo tanto, la funcién de AR es critica para el comportamiento tipico masculino
(Sato et. al., 2004; Shafter, et. al., 2004).



Por hibridacién y perfiles de expresion, se ha mostrado que AR regula la
expresion de mas de 100 genes en la prostata y en lineas celulares de cancer
de préstata, incluyendo a varios genes que son importantes para el crecimiento

y diferenciacion (Foss, et. al., 2005).

Basados en imagenes de fluorescencia y reconstruccién tridimensional se ha
sugerido que el AR unido a agonistas aparece en finos granulos localizados
entre la eucromatina y heterocromatina, sin embargo la estructura fundamental
y composicidn de este compartimiento subnuclear es desconocido. Por otro
lado, AR unido a un antagonista, como casodex, se distribuye uniformemente

a través del nucleo (Black y Paschal, 2004).

MECANISMOS MOLECULARES

El promotor del gen de AR, esta localizado en aproximadamente 1000
nucleodtidos en direccion 5 del coddn de inicio de la traduccién. Sin embargo, el
analisis de secuencia de esta region no ha mostrado cajas TATA o CAAT en la
region 5 en donde empieza el mMRNA. En este tipo de genes contienen
secuencias ricas en GC en la regién 5, en la que se une el factor de
transcripcion SP1, que puede reclutar a la maquinaria transcripcional (Figura
4). Ademas los niveles de mRNA de AR son regulados por andrégenos y por
otras hormonas esteroides como estrogenos y glucocorticoides (Cheol Yi Hong
et. al 2005; Varriale y Esposito, 2005).

La mayoria de los ARs sin ligando, estan localizados en el compartimiento
citoplasmico de células blanco y estan secuestrados por un complejo de
multiproteinas de choque térmico (HSP90 y HSP70) e inmunofilinas. Después
de la unién de su ligando, el receptor se disocia del complejo multiprotéico y al
sufrir un cambio conformacional, se trasloca al nucleo, en donde se dimeriza y
se une a secuencias especificas de DNA e inician la formacion de un complejo
multiprotéico en la region del promotor (Figura 7), modulando asi la expresion

de genes de respuesta a androgenos, y a esto se le denomina mecanismo



clasico de accion o via de sefalizacion clasica. (Jasuja et. al 2005; Ikeda, et.
al, 2005).
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Figura 7.- Mecanismos de accion o vias de sefalizacion de AR. Modificada de Hall et. al,
2001.

La accion de AR sobre el promotor de genes blanco, es mediada por un grupo
muy diverso de proteinas coactivadoras que interactuan con el AR y median el
reclutamiento del complejo de transcripcion, para que asi se inicie la actividad
de la RNA polimerasa. La proximidad de elementos enhancer en la secuencia
del DNA puede formar complejos adicionales de transcripcién que se alinean
con el complejo del promotor primario y amplifican la formacién de un complejo
transcripcional (Brady et. al 1999; Shang, et. al, 2002; Schaufele et. al, 2005).

SENALES NO GENOMICAS DEL AR

En el paradigma clasico, el AR ejerce su efecto biolégico mediante la activacion
transcripcional de genes blanco, un proceso que es conocido como “sefial
genotropica”. En contraste, existen evidencias que sugieren una actividad no
gendmica del receptor, que es extremadamente rapida e induce la activacion
de segundos mensajeros de cascadas de transduccién de sefales incluyendo

MAPK, cAMP vy alteracion de los niveles intracelulares de calcio, esta induccién



no es afectada por inhibidores de sintesis de proteinas ni de transcripcion
(Heinlein y Chang, 2004). Estas actividades parecen ser llevadas a cabo por
un receptor de androgenos en membrana (Figura 8).

Aunque hay menos informacion en los posibles roles no genémicos de AR
comparado con los de ERs, las acciones no genomicas de andrégenos se han
descrito en por lo menos 10 tipos celulares; algunas de estas involucran
interacciones entre ligandos y sistemas de receptores no clasicos (Freeman et.
al, 2005).

Por otro lado, tres isoformas de nuevos PRs de membrana, se han clonado y
caracterizado recientemente, demostrando la localizacion membranal de
receptores esteroides que podrian estar involucrados en algunas generaciones
de sefalizacion rapida. Dada la estructura similar entre el LBD de los clasicos
AR y PR, es posible que un nuevo AR de membrana pueda pertenecer a esta
familia (Freeman et. al, 2005).

Ademas, recientemente fue publicado que el AR se asocia con baja densidad
en las fracciones de membrana de células LNCaP (linea celular de cancer de
préstata) y muestran que AR interactua directamente con caveolina-1 una
proteina integral de membrana. La caveolina-1 se ha identificado como una
proteina marcadora que se asocia con la progresion de CaP (Cancer de
prostata) y la enfermedad hormono-refractaria. Las evidencias indican que la
caveolina-1 es un mediador directo de la accidon de andrdogenos, a través de la
via de sefializacién PI-3K-Akt y que esta involucrada en metastasis de CaP. En
conjunto, estos estudios indican la participacion de las “rafts” lipidicas
caveolares en los mecanismos de sefalizacion que se presentan en CaP
dependiente e independiente de andrégenos y en mecanismos de

supervivencia (Freeman et. al, 2005).

Otros efectos esteroides no gendmicos involucran la movilizacion de Ca®* de
fuentes intracelulares o extracelulares, modificaciones citoesqueléticas y

activacion de moléculas de sefalizacion, conduciendo a un numero de



respuestas finales asociadas con la secrecién, crecimiento celular o apoptosis
(Kampa et. al, 2005).

Adicionalmente, como ya se ha mencionado el AR reside en complejos
multiprotéicos en el citoplasma antes de la unién del ligando y su traslocacién
nuclear, con lo cual existe la posibilidad de interacciones productivas con
moléculas en el citosol y en la superficie de la membrana extranuclear que

conllevan a la activacidon de cascadas de transduccion de senales citosélicas.



CORREGULADORES

Estudios bioquimicos iniciales han demostrado que varias proteinas
denominadas correguladoras, interacttan con AR y modulan su activaciéon
transcripcional de manera positiva (coactivadores) o de manera negativa
(correpresores). En general, los correguladores por si mismos no poseen una
propiedad especifica de unién a DNA. Hay multiples mecanismos por los
cuales los correguladores afectan la activacion transcripcional de AR. Algunos
correguladores interactuan con el receptor en el promotor del gen blanco,
remodelan la cromatina, o reclutan factores generales de transcripcion

asociados con la RNA polimerasa Il (Aranda y Pascual, 2001).

PROTEINAS QUE INTERACTUAN CON EL RECEPTOR DE ANDROGENOS
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Figura 8.- Se muestran proteinas que interactian con AR, agrupadas de acuerdo al dominio
por el cual interactian con el receptor, algunas pueden interactiar con diferentes dominios.
(Modificada de Beitel, 2003)

Algunos correguladores, ejercen sus efectos a través de la regulacion directa
del plegamiento, estabilidad y translocacion nuclear, uniéon a ligando,
interaccién intramolecular entre los dominios NH, y COOH (figura 8) o
transduccion de sefiales del AR. Ademas, algunos correguladores también
modulan directamente la capacidad de AR para que reconozca y se una a su
secuencia blanco o AREs y subsecuentemente transactive 6 no la expresiéon

del gen.



Los detalles precisos de como el AR se une a muchas proteinas
correguladoras in vitro se ha estudiado para varias de estas proteinas, y se
asocian con diferentes regiones del receptor, pero in vivo es poco entendido.
Existen muchos coactivadores y correpresores que se unen a varios factores
de transcripcion y algunos que son especificos dependiendo del ambiente
celular. Se ha sugerido que existe un sistema de rotacion de las proteinas que
se unen para llevar a cabo todas las actividades involucradas en la activaciéon
de la transcripcion y subsecuentemente su silenciamiento. Adicionalmente, se
ha propuesto que la interaccion diferencial de varios correguladores en
diferentes tipos celulares depende de su concentracion en la célula y su
afinidad para cada tipo de receptor. Esto implica que un pequeio cambio en la
expresion de correguladores puede tener un dramatico efecto en la activaciéon
transcripcional de los receptores nucleares (Hur, et. al, 2004, Jeong, et. al,
2004).

COACTIVADORES

Son proteinas que generalmente no se unen al DNA, pero son reclutadas a la
region del promotor a través de interacciones proteina—proteina con AR,
usualmente de manera ligando-dependiente. Estos coactivadores aumentan los
niveles de transactivacién de AR varias veces. Asi mismo, al unirse al AR, se
cree que aumentan la estabilidad del complejo de preiniciacion dando como
resultado un incremento de la iniciacion transcripcional (Edwards y Bartlett,
2005).

La mayoria de los coactivadores estudiados interactuan con la region AF2 de
los receptores nucleares y son dependientes de ligandos agonistas para esta
interaccidn. Los receptores con mutaciones en esta regién estan inactivos
transcripcionalmente debido a que no pueden interactuar con proteinas
coactivadoras. En contraste a la actividad de AF2 dependiente del ligando, el
mecanismo responsable para la actividad constitutiva de AF1 es poco
entendida (Aranda y Pascual, 2001).



MECANISMOS DE ACCION DE COACTIVADORES

En general, los receptores nucleares activados por ligando y unidos a sus
elementos de respuesta reclutan un gran numero de proteinas coactivadoras.
Entre las funciones que pueden tener estos coactivadores se encuentran: 1)
Actividad acetiltransferasa de histonas (HAT); 2) Metilacion; 3) Remodelacion
de cromatina; 4) Reclutamiento de la maquinaria basal de transcripcion; 5)
Reclutamiento de otros coactivadores; 6) ubiquitin-ligasas; entre otras.
Presumiblemente, a través de la remodelacion de cromatina y la estabilizacion
del complejo de preiniciacion (PIC), ocurre la activacidn transcripcional de

genes blanco (Aranda y Pascual, 2001).

Existen coactivadores que se unen al LBD de AR, especificamente en el AF2,
de manera ligando dependiente, a través de motivos ricos en leucina (LXXLL)
en una region de los coactivadores llamada caja de receptores nucleares (NR)
(Irvine et. al, 200; Wafa, 2003; Liang-Nian et. al, 2004; Black y Paschal, 2004).

Hur ha cristalizado el LBD del AR y revela que aparte de las cajas NR
tradicionales, los motivos de los coactivadores que se unen especificamente al
AR son ricos en grupos hidrofébicos aromaticos y permiten la construccion de
una superficie de interaccion mas amplia que otros receptores nucleares (Hur,
2004).

CORREPRESORES

Los correpresores son factores importantes que no se unen por si mismos al
DNA pero median el silenciamiento de genes a través de factores
transcripcionales que se unen al DNA. El silenciamiento de la expresidn génica
se da particularmente mediante la formacion de un complejo multiprotéico que

mantiene la compactaciéon de la cromatina por medio del reclutamiento de



desacetilasas de histonas. Sin embargo, existen otras proteinas consideradas

correpresores que inhiben directamente a los factores de transcripcion.

Los correpresores juegan un papel importante en una variedad de procesos
incluyendo el desarrollo embriolégico, procesos de diferenciacion y también en
terapias de cancer. El analisis del mecanismo fundamental provee nuevas

revelaciones en el rol transcripcional de correpresores en el sistema enddcrino,

MECANISMOS DE ACCION DE CORREPRESORES

El numero de correpresores identificados se ha ido incrementando
regularmente, lo cual nos ha permitido entender como actuan e interaccionan
con el AR y como ocurren las vias de sefalizacion y la regulacion
transcripcional del mismo (Baniahamad, 2005). Recientes descubrimientos
relacionan a los correpresores del AR con diferentes mecanismos como: 1)
correpresores que inhiben la union de AR al DNA; 2) o que inhiben la
translocacién nuclear de AR; 3) correpresores que reclutan desacetilasas de
histonas; 4) correpresores que interrumpen la interaccién entre AR y sus
coactivadores; 5) correpresores que interrumpen la interaccion entre las
regiones NHz (amino) y COOH (carboxilo) terminal; 6) correpresores que
funcionan como escalafones para otros correguladores de AR; 7) correpresores
que tienen como blanco la maquinaria basal transcripcional; y 8) otros
mecanismos (Liang-Nian et. al, 2004; Wang, et. al, 2004; Baniahamad, 2005;
Hur, et. al, 2004)

Los mecanismos de silenciamiento de genes mediados por los correpresores
ocurren en diferentes niveles. Involucran el reclutamiento de desacetilasas de
histonas (HDAC). La actividad de HDAC es contrarrestar la activacion de
genes mediada por coactivadores reclutando acetil transferasas de histonas
(HATSs). El reclutamiento de HDAC induce a una estructura mas compacta de la
cromatina, se piensa que inhibe la accesiblidad de activadores

transcripcionales y factores de transcripcién basal (McKenna, et. al,1999).



Un motivo de unién para correpresores reclutados por AR sin ligando, fue
identificado para los correpresores SMRT y N-CoR, los cuales tienen un
motivo LXXI/LXXIL donde “L” es leucina, “X” cualquier aminoacido e “I”
isoleucina, denominado caja CoRNR. Interesantemente, este motivo tiene
parecido al motivo de unidon de coactivadores requerido para la union a la

region AF2 (Hu, et. al, 2001; Baniahamad, 2005).

Se sugiere que el dominio de interaccion del correpresor y del coactivador es
similar y se “sobrelapa” en la regién carboxilo terminal de AR, se propone que
el correpresor utiliza una gran superficie de interaccion comparada con la que
utiliza el coactivador y puede bloquear la interaccion del coactivador. El AF2 es
una importante regién de regulacién de reclutamiento de coactivadores y
correpresores, en presencia de antagonistas AF2 se orienta de una manera
diferente, lo que resulta en una gran cavidad que puede acomodar el motivo de
unién del correpresor (Cohen, et. al, 2001). Adicionalmente, la uniéon de
correpresores se estabiliza por hormonas antagonistas. Se ha postulado que
los niveles celulares de correpresores dictan los niveles de agonismo parcial de
algunas antihormonas, sugiriendo que el potencial de la accién de los
anitiandrégenos es regulado por correpresores. (Dotslaw et. al, 2003; Liang-
Nian et. al, 2004).

Por otro lado, el mapeo de dominios de interaccion de AR con correpresores
revela que la region amino terminal del receptor también puede ser importante
para la union de estas proteinas. No hay mucha informacién acerca de la
estructura del dominio amino terminal del receptor y no son claros los motivos
de interaccion de los correpresores en esta region que, como ya se ha

mencionado, es la de mayor transactivacion en AR.



CANCER DE PROSTATA

Bajo el nombre genérico de cancer se engloba un conjunto de enfermedades
que tienen en comun un crecimiento celular desordenado (tumor) y una
colonizacion tisular (metastasis), todo ello determinado por una mutacion inicial
seguida de la acumulacién de mutaciones sucesivas (Luque y Herraez, 2001).
La primera etapa del desarrollo del tumor, llamada tumorogénesis,
carcinogénesis tumoral o transformacion neoplasica es la que mas se ha

estudiado (Luque y Herraez, 2001).

Cada cancer es una situacion distinta con peculiaridades dependientes del tipo
de célula donde se origina, sus causas (etiologia), su mecanismo, el grado de
malignidad y otros factores (Luque y Herraez, 2001). Por tanto, el cancer puede
clasificarse de acuerdo con el tejido y el tipo celular a partir del cual se origina.
Por ejemplo, los procedentes de células epiteliales (como las células de la
préstata) se denominan carcinomas y los que proceden de tejido conjuntivo o
de células musculares se denominan sarcomas (Alberts et. al, 2002; Coulter,
2005).

La prostata es una glandula muscular en forma de nuez, situada por debajo de
la vejiga urinaria; rodea a la porcion proximal de la uretra, en el vardn, y secreta
un liquido alcalino (Tortora y Anagnostakos, 1991). Comprende de 20 a 70
ramificaciones que convergen en 16 a 32 ductos que conectan a la uretra
prostatica, la cantidad de tejido estromal en préstatas humanas normales es de
45 a 55%, asi mismo, la prostata recibe sangre por dos grupos de vasos

venosos, el grupo capsular y el grupo uretral. (Wientjes et. al, 2005).

Las hormonas tienen un papel primordial en la biologia de la prostata, debido a
que esta es un o6rgano blanco principalmente de los andrégenos, que se
requieren para el desarrollo, crecimiento y funcién de la misma. Ademas las
células de este organo los requieren para estimular su proliferacién e inhibir la

muerte por apoptosis (Lee et. al, 2003; Whitaker, et. al 2004).



En este sentido, los efectos androgénicos en el desarrollo prostatico son
mediados via el receptor de androgenos (AR). Este receptor se expresa en
células epiteliales y estromales de la prostata y su activacidn es esencial para
el mantenimiento de la glandula prostatica en machos adultos. Por otro lado,
en ausencia de andrégenos, la prostata se encoge a una forma rudimentaria (Li
et. al, 2005). Ademas la prostata es también un dérgano blanco para los
estrogenos y estos pueden afectar el crecimiento y diferenciacién de la misma
(Cunha y Tuohimaa, 2004).

Aunque son poco conocidos los eventos moleculares fundamentales que
conducen a la progresion del cancer, las funciones celulares tales como
proliferacion, muerte celular, motilidad, transduccién de senales e interacciones
microambientales pueden jugar un rol importante (Miller et. al, 2003). En cancer
de préstata se han observado varios mecanismos en los que esta involucrado

el AR, asi como cambios en la expresion de correguladores del mismo.

La incidencia del cancer de prostata se ha incrementado durante las ultimas
dos décadas, pero también se dispone de nuevas tecnologias y mejores
herramientas para su diagndéstico, especialmente el uso de mediciones en el
suero de PSA (antigeno prostatico especifico). Adicionalmente, el desarrollo
del cancer de prostata ocurre en el contexto de la sefalizacion de hormonas
esteroides y el promotor de PSA se activa en respuesta a andrégenos (Herness
et. al, 2003; Cunha, 2004; Xiao, 2005).

CANCER DE PROSTATA RECURRENTE

La terapia hormonal para el cancer de préstata, se inicia suprimiendo la
produccion de andrégenos con agonistas de la hormona luteinizante,
frecuentemente en combinacion con antagonistas del receptor de androgenos.
Aunque inicialmente se bloquea en forma efectiva el crecimiento del tumor,
esta terapia eventualmente falla, llevando a una etapa resistente a farmacos y
uniformemente letal, denominada androgeno-independiente, hormono-
refractaria o recurrente (Chen, et. al, 2004; Edwards y Bartlett, 2005).



Este crecimiento tumoral andrégeno independiente, puede ser estimulado por
la produccidon local de factores de crecimiento, tales como, factores de
crecimiento de insulina | y Il (IGF-I y Il), factor de crecimiento epidermal, factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y otras vias de sefalizacion que
afectan la activacion de AR (Letsch, 2003).

En la transicidon del cancer primario a recurrente, los niveles secretados de
antigeno préstata especifico (PSA) aumentan, y como el gen que codifica para
esta proteina es blanco del AR, indica que el receptor es funcional. En algunos
canceres recurrentes el gen del AR esta amplificado y/o sobreexpresado, por lo
tanto, se tiene la hipotesis de que en cancer recurrente la activacién de este
receptor puede estar dada por andrégenos adrenales. Ademas, mutaciones en
el AR se han asociado con el cancer de prostata recurrente, debido a que
algunas mutaciones en el dominio de unién a ligando (LBD) de AR permiten
que funcione con ligandos alternativos, como antiandrégenos utilizados en la
terapia de bloqueo hormonal. Adicionalmente, los correguladores estan
involucrados en esta transicion de cancer de prostata primario a recurrente
(Zhang, 2003; Culing, et. al 2004; Haag et. al, 2005).

El hecho de que la expresién de algunos correguladores incremente después
de la privacion de andrégenos es interesante, las células de cancer de prostata
son capaces de adaptarse a ambientes con baja concentracion de androgenos
supliendo estos por varios mecanismos, como la activacion del receptor
independiente de ligando por fosforilacion. Esto podria explicar porque el AR
regula genes que llegan a ser expresados cuando el tumor regresa. (Hall, et. al,
2001; Culing, et. al, 2004;Gaughan, 2005).

Por otra parte, la hipermetilacién de islas CpG en la regién regulatoria de genes
andrégeno-regulados ha sido observada en mas del 90% de tejidos de cancer
de prostata, mientras que no se han observado en tejido prostatico normal,
sugiriendo un posible fenbmeno epigenético como un nuevo biomarcador para

el cancer de préstata (Bastian ef. al, 2005). Lo anterior, refleja el poco



entendimiento de los mecanismos celulares y moleculares en los que se basa

la progresion y etiologia de esta enfermedad.

COMPORTAMIENTO DE AR EN CaP NORMAL Y RECURRENTE

Hay evidencias de que el AR no solo media el crecimiento dependiente de
androgenos, sino también contribuye al crecimiento independiente de
androgenos en tumores de prostata. Un hallazgo importante ha sido que no se
pierde la expresion de AR en la progresion del crecimiento del tumor hormona
refractario (Gregory, et. al, 2001; Haag et. al, 2005).

La participacion del AR en la transicidn del cancer de prostata estimulado por
androgenos a cancer de préstata recurrente podria incluir mecanismos como,
mutaciones en el gen de AR permitiendo su activacion en presencia de bajos
niveles de testosterona o dihidrotestosterona o la unién de ligandos promiscuos
de menor afinidad como los androgenos adrenales, modificaciones
postraduccionales de AR a través de factores de crecimiento por vias de
sefalizacion inducidas por receptores de tirosin cinasas o MAPK cinasas o
sobreexpresion de coactivadores e inhibicion de correpresores (Titus et. al,
2005).

Se piensa que el mecanismo esta basado en que la activacion mediada por
vias de crecimiento que funcionan independientes de AR, supera la inhibicion
del crecimiento causada por terapias antiandrogénicas (Edwards y Bartlett,
2005).

Si bien varios mecanismos han sido propuestos para explicar como AR puede
facilitar el desarrollo de cancer de préstata, existen nuevos datos que soportan
la hipotesis de que AR es un protooncogén y que el bloqueo de la via de
sefalizacion clasica de AR por mutaciéon o perturbacion hormonal puede
facilitar el estado de transformacién (Han et. al 2005).



Aunque el mecanismo preciso por el cual los andrégenos afectan el desarrollo
de esta enfermedad no se conoce, al parecer este padecimiento se desarrolla
s6lo en presencia de andrégenos. Ademas, el incremento de la sefalizacion de
AR puede contribuir a la progresion del tumor y emerger en el fenotipo

hormona-independiente (Han et. al, 2005; Lim et. al 2005).

COACTIVADORES EN CANCER DE PROSTATA

Se ha visto que la funcién de algunos coactivadores en cancer de prostata es
alterada. Por ejemplo, en lineas celulares LNCaP se requiere la presencia de
androgenos para reclutar al coactivador TIP60 al promotor del gen de PSA, en
contraste en las sublineas de LNCaP andrégeno independientes, TIP60 es
reclutado al promotor en ausencia de andrégenos (Culing, et. al 2004;
Gaughan, 2005). Estos experimentos podrian explicar el mecanismo por el
cual el AR regula genes que llegan a ser expresados cuando el tumor es

recurrente.

También se ha observado, que la expresion de algunos coactivadores
incrementa después de la privacion de andrégenos en células de cancer de
prostata, esto podria ayudar a estas células a adaptarse a ambientes con baja

concentracion de androégenos.

Adicionalmente, en algunos estudios previos se ha demostrado que los niveles
del receptor de andrégenos incrementan cuando hay privacion de androgenos
durante un largo tiempo; esto podria explicarse por el hecho de que algunos
coactivadores estan implicados con la regulacion del AR al enlazarlo con otras
vias de senalizacion. En varios estudios, hay evidencias de que las
propiedades antagonistas de los antiandrogenos se reducen sustancialmente
cuando un coactivador se sobreexpresa o cuando bajan la concentraciones de

un correpresor. (Culing, et. al 2004).



CORREPRESORES EN CANCER DE PROSTATA

El reclutamiento aberrante de correpresores o la accion multifuncional de
correpresores estan asociados con una gran variedad de enfermedades. Las
bases moleculares de muchas de estas enfermedades es la falta de propiedad
de disociacién de correpresores de receptores nucleares, llevando a la

represion de la expresion de genes a pesar de la presencia de hormonas.

Interesantemente, la asociacion de correpresores con AR es importante para la
terapia de cancer de prostata a través de tratamientos con antagonistas

hormonales.

En contraparte, uno de Ilos mayores problemas del tratamiento con
antagonistas es la resistencia del cancer a la terapia, la cual esta asociada con
la pérdida de la inhibicion del AR. Una de las explicaciones moleculares es que
hay una menor expresion de correpresores 6 que han perdido la habilidad para
reprimir al AR, y posiblemente activan vias de sefalizacion alternas (Liang-
Nian, et. al, 2004).

Aunque muchos coactivadores de AR han sido identificados, pocos
correpresores se han encontrado y caracterizado. La regulacion de la actividad
de AR es esencial para llevar a cabo un tratamiento adecuado de cancer de

prostata, asi como para desarrollar nuevas terapias.

DIAGNOSTICO

El cancer de préstata puede ser diagnosticado en hombres que presentan
niveles elevados de PSA en el suero. Los niveles de PSA pueden ser
correlacionados con un fenotipo relevante del tumor y servir como un
biomarcador de la enfermedad tanto androgeno dependiente como
independiente por lo tanto puede servir de herramienta para diagnosticar



pequefias lesiones, a las que se le puede hacer un analisis histopatolégico para

confirmar la presencia de cancer (Foss et. al, 2005).

TRATAMIENTO DEL CANCER DE PROSTATA

Cuando se diagnostica en sus etapas iniciales, el tratamiento con cirugia o
radiacion puede producir una supervivencia de 5 afos en el 95% de los
pacientes, debido a que en estas etapas, el cancer de préstata es dependiente
de andrégenos para su proliferacion (Kikuchi et. al., 2003 y Grzywacz, 2003).
Por lo tanto se sugieren tratamientos involucrados en reducir la circulacion de

los niveles de androgenos (Whitaker et. al, 2004).

Subsecuentemente, la terapia hormonal ha llegado a ser la terapia estandar
para etapas avanzadas de la enfermedad, mas del 90% de los pacientes
muestran respuestas bioquimicas a la terapia. Sin embargo, durante una
terapia hormonal prolongada, los pacientes pueden recaer y con el tiempo
crear una resistencia a la terapia hormonal y no muestran una sobrevivencia
significativa mas alla de 2 a 3 afos; por lo tanto, no hay un efectivo tratamiento
para este tipo de tumores; (Grzywacz, 2003; Linja, 2004).

En este sentido cuando el cancer de prostata recurre o es diagnosticado en
etapas avanzadas, los tratamientos estandares incluyen castracion quirurgica o
farmacolégica. Desde 1940 Huggins y Hodges mostraron que la castracién era
un tratamiento efectivo para esta enfermedad (Linja, 2004; Grzywacz, 2003;
Han, et. al, 2005). Sin embargo, aunque ofrece la erradicacion potencial del
tumor, causa significantes complicaciones como la impotencia en el 80% de los
casos, incontinencia en el 29%, aproximadamente y recurrencia del tumor en el

18% de los pacientes (Wientjes et. al, 2005).

La quimioterapia sistémica con drogas citotoxicas como la mitoxantrona, taxana
y estramustina son utilizadas para tratar la enfermedad avanzada hormono-
refractaria y raramente para la enfermedad localizada (Wientjes et. al, 2005).
Por lo tanto es necesario encontrar nuevas opciones de tratamiento para

detectar y diagnosticar la enfermedad en pacientes jovenes.



JUSTIFICACION

El cancer de prostata es uno de los problemas mas frecuentes de salud en los
varones. En México, este tipo de cancer constituye el 14.2% de los sujetos
diagnosticados, y el 11.85% como causa de mortalidad por tumores malignos.
En sus etapas iniciales, el cancer de prostata es dependiente de andrégenos
para su proliferacion, sin embargo, después de la terapia de privacion de
androgenos, los tumores se vuelven recurrentes, lo cual dificulta su tratamiento

y puede causar la muerte.

El desarrollo de tumores prostaticos dependen de la actividad del receptor de
andrégenos (AR). Recientemente se ha observado que persiste la actividad
transcripcional mediada por el AR en la mayoria de los canceres de prostata
recurrentes. Se han propuesto varios mecanismos sobre el comportamiento
del AR en éste tipo de cancer recurrente. Uno de ellos es la activacion del AR
por diferentes correguladores que modulan la actividad transcripcional del AR
sobre genes blanco. Se ha encontrado que existen cambios en la unién de
correguladores al AR, ya sea por sobreexpresion de coactivadores o
disminucion en concentraciones de correpresores, favoreciendo el crecimiento

del tumor.

Asi mismo se ha observado, que la expresion de algunos coactivadores
incrementa después de la privacion de andréogenos en las células
cancerigenascélulas de cancer de prostata, lo cual podria ayudar a estas
células a adaptarse a ambientes con baja concentracion de andrégenos. En
varios estudios, hay evidencias de que las propiedades antagonistas de los
antiandrégenos se reducen sustancialmente cuando un coactivador se
sobreexpresa o cuando bajan la concentraciones de un correpresor. (Culing, et.
al 2004). Aunque muchos coactivadores del AR han sido identificados, pocos
correpresores se han encontrado y caracterizado, por lo que el en el presente
trabajo nos enfocamos a la busqueda de nuevas proteinas capaces de

interactuar con el receptor de andrégenos humano.



Por otra parte, el sistema doble hibrido en levaduras se ha utilizado
ampliamente desde la década de los 90s, para identificar proteinas
correguladoras de receptores esteroides, debido a que permite la identificacion
y clonacion de genes que codifiquen para proteinas que interactuen con una

proteina carnada. Esto se puede observar en la figura 9.
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Figura 9.- Sistema doble hibrido, se tiene una proteina carnada (X) y varias proteinas presa
(Y), por un lado y por otro se tiene el factor transcripcional GAL4. Se forma una proteina de

fusion y al interactuar ambas proteinas pueden activar uno o varios genes reporteros.



HIPOTESIS

Algunas proteinas expresadas en cancer de prostata recurrente pueden
interactuar con hAR activado por antagonistas y modular la actividad
transcripcional del receptor.

OBJETIVOS

GENERAL

Identificar proteinas que interactuan con hAR en presencia de antagonistas,

utilizando el sistema doble hibrido en levaduras.

ESPECIFICOS

» Tamizar una genoteca de cancer de prostata recurrente utilizando
hAR como carnada en presencia de flutamida, mediante el sistema
doble hibrido en levaduras.

» Determinar si la interaccion se presenta en presencia de bicalutamida
y acetato de ciproterona.

» Cuantificar la interaccion entre las proteinas encontradas y hAR.

» Purificar los plasmidos e identificar las secuencias de los cDNAs de
las proteinas que interactuaron con hAR

> CI?eterminar la actividad especifica de la interaccion proteina-proteina

e

» algunas proteinas encontradas con hAR



METODOLOGIA

SUBCLONACION DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS HUMANO

Se clond el receptor de androgenos humano completo en el plasmido de
expresion en levaduras pGBKT7, que tiene el dominio de union a DNA de
GAL4, obteniéndolo a partir de 2 plasmidos, debido a que no se tenia la

secuencia del receptor en marco abierto de lectura para este vector.

El primer fragmento se obtuvo a partir del plasmido VP-ABC, que incluye los
aminoacidos 1-660 de hAR, y se digirié con las endonucleasas Ndel y Hindlll
para obtener un fragmento de 1692 pb que incluye a los aminoacidos 1-564. El
segundo fragmento se obtuvo a partir de pCMV-hAR, que contiene al receptor
completo, y se utilizaron las endonucleasas Hindlll y BamHI para obtener el
fragmento de aminoacidos 564-919 (1065 pb). Por lo tanto se hizo una ligacién
triple, con el plasmido pGBKT7 digerido con Ndel y BamHI, utilizando ligasa de
laboratorios Fermentas dejando la reaccion de ligacion toda la noche a
temperatura ambiente. Posteriormente, se transformaron E. coli de la cepa
DH5a para poder obtener el plasmido pGBKT7-hAR, purificarlo y mandarlo a
secuenciar para asegurarnos que el receptor este bien clonado y sin

mutaciones.

TRANSFORMACION DE E. coli

En 100 pL de células se agregaron 5 pL de la reaccion de ligacion, se dejaron
incubando 30 min en hielo y se les dio un choque térmico de 30 seg a 42°C,
inmediatamente después se pusieron en hielo por dos minutos, se les agrego
300 yL de medio SOC y se les incub6 a 37°C por 1 hr en agitacion constante
para que las células se recuperaran. Posteriormente, se sembraron en cajas
petri en medio LB con agar y 20 ug/mL de kanamicina, se incubaron toda la
noche a 37° C.



SISTEMA DOBLE HIBRIDO EN LEVADURAS

Se utilizé el sistema “Matchmaker two-hybrid system 3" de Laboratorios
Clontech, Inc., siguiendo las instrucciones del fabricante. Se empledé como
carnada a pGBKT7-hAR y se tamiz6 una genoteca de cancer de prostata
recurrente humano denominada CWR-R1, que fue construida en el vector
pACT2.

El vector pGBKT7, contiene un sitio de multiples clonaciones en marco abierto
de lectura con la region 3’ del domino de unién a DNA (DBD) de GAL4 para
construir una proteina de fusion con AR. Tiene dos marcadores de seleccion,
uno es nutricional TRP1 y es utilizado para seleccion en levaduras, el otro es
de resistencia a kanamicina para seleccionar en E. coli. La proteina de fusiéon
se expresa en altos niveles y el plasmido se replica autbnomamente tanto en S.

cerevisiae como en E. coli.

Por otro lado, el vector pACT2, genera una proteina de fusion entre el dominio
de activacion (AD) de GAL4 y una proteina codificada por un cDNA de la
genoteca de cancer de prostata recurrente humano CWR-R1, la proteina
hibrida se expresada a altos niveles en la célula hospedera y el vector, también
se replica autbnomamente en E. coliy S. cerevisiae, ademas, contiene el gen
bla que le confiere resistencia a ampicilina, asi como el gen nutricional LEU2

que le permite a la levadura crecer en un medio auxétrofo.

Cando las proteinas de fusion interactuan, el DBD y el AD de GAL4 se acercan
y activan la transcripcion de cuatro genes reporteros ADE2, HIS3, MEL1 y lacZ;
bajo el control de distintas secuencias de activaciéon dependientes de GAL4. El
reportero ADE2, solamente provee fuerte seleccion nutricional, HIS3, reduce la
seleccion de falsos positivos y permite controlar fuertemente la seleccion. Se
tiene la opcién de utilizar MEL1 o lacZ, que codifican para a-galactosidasa y 3-

galactosidasa, respectivamente



Los plasmidos antes mencionados, se cotransformaron en la cepa AH109 de
levaduras, que tienen un genotipo trp71-leu2-, his3-, gal44, gal804, -ADE2,
MEL1, yas-MEL1,1a7a-lacZ. Las transformantes se crecen en un medio minimo
SD/-Ade-Trp-Leu-His. La ausencia de leucina y triptofano en el medio
aseguran que ambos plasmidos se encuentren en cada célula. Adicionalmente,
los genes reporteros presentan varios fenotipos, el primero es nutricional, es
decir, crecimiento en ausencia de adenina e histidina; el segundo es
dependiente de la activacion de los genes reporteros MEL1 y lacZ, debido a
que en respuesta a la activacion de GAL4, AH109 secreta a-galactosidasa que
puede ser detectada en medio que contenga X-a-Gal dando un color azul a las
colonias, por otra parte exhibe un alto nivel de expresion de la actividad de [3-
galactosidasa bajo el control de lacZ. Como puede haber baja expresion de
His3 por otras vias, se utiliza el inhibidor competitivo de esta proteina, 3-amino

triazol (3-4 AT), que suprime el crecimiento de fondo en medio SD-His.

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES Y TRANSFORMACION

1. En 50 mL de medio YPDA se inocul6 un colonia fresca de
levaduras, se incubd toda la noche a 30°C con agitacion de 250
rpom para alcanzar la fase estacionaria (ODgoo >1.5).

2. Se transfirio el cultivo a un volumen de 300 mL (ODgpp=0.2-0.3),
se incub6 por 3 hrs a 30°C con agitacion de 200 rpm hasta
obtener una ODgg de 0.5 a 0.8.

3. Las células se pasaron a tubos de 50 mL y se centrifugaron a
1500 rpm por 5 min a 4°C.

4. Se elimind el sobrenadante, las células se resuspendieron en 25
mL de TE estéril con vortex y se centrifugaron a 1500 rpm por 5
min a 4°C.

5. El sobrenadante se decanto, las células se resuspendieron en 1.5
mL de TE/LiAc 1X (Preparado al momento, estéril y frio).

6. A otro tubo de 1.5 mL se le adicion6 0.1 ug de pGBKT7-hAR, 0.2
Mg de genoteca CWR-R1 y 0.1 mg de transportador de DNA de
testiculos de arenque y 0.1 mL de células competentes (el tubo se

mantuvo en hielo)



7. Se le adicion6 0.6 mL de la solucién estéril PEG/LIAc (se mezclo
por vortex) y se incubaron a 30°C por 30 min con agitacion (200
rpm).

8. Se les agregd 70 pyL de DMSO y se mezcld por inversion.
Posteriormente, se dio un choque térmico por 15 min a 42°C y se
enfriaron las células en hielo por 2 min.

9. El tubo se centrifugd a 1500 rpm por 5 seg, se removio el
sobrenadante, se resuspendio el pellet en 0.5 mL de TE para

proceder a platear.

Las transformantes fueron seleccionadas en medio Sabouraud Dextrose (SD) —
Leu/-Trp/X-Gal y con 100 nM de flutamida. Las clonas positivas (de color azul)
se resembraron en un medio selectivo mas severo (SD/-Leu/-Trp/-Ade/-His/X-
Gal, con 5y 10 uM de 3-4 amino triazol) para obtener células vivas, eliminar
falsos positivos y las clonas en las cuales los dos plasmidos estén
interactuando transitoriamente. Ademas, para garantizar que solo se tuvieran el
plasmido carnada y uno de la genoteca por cada clona, se hicieron multiples

resiembras.

Adicionalmente, para determinar si las interacciones son especificas en
presencia de flutamida, se resembraron todas las clonas positivas en medio
con bicalutamida y acetato de ciproterona, otros dos antiandréogenos. Estudios
previos, han demostrado que no se observa activacion de B-galactosidasa
mediada por AR en presencia de estos antagonistas en cepas de levaduras
(Caplan, et. al, 1995; Rana, et. al, 1998; Chen, et. al, 2004),.

ENSAYO PARA CUANTIFICAR B-GALACTOSIDASA

Para confirmar y cuantificar la especificidad de la interaccion de los plasmidos,
se realizd un ensayo en cultivo liquido de R-galactosidasa utilizando como
substrato ONPG (o-nitrofenil 3 -D-galactopiranésida) en el cual se utilizé medio
de cultivo SD/-Leu/-Trp/-Ade/-His/ con 100nM de flutamida y se hizo la

comparacion con cultivos sin flutamida.



ENSAYO EN CULTIVO LIQUIDO

1.

Poner un preinéculo en 5 mL de medio de cultivo, dejarlo a 30°C y
en agitacion (200 rpm) toda la noche.

Vortexear el tuvo del cultivo por 0.5-1 min para dispersar las
células, inmediatamente tomar 20 yL e inocular 5 mL de medio;
incubar por 12 hrs a 30°C y en agitacion (200 rpm), hasta que las
células estén en fase logaritmica (ODgoo = 0.5-0.8). Recordar la
ODeno exacta cuando se cosechen las células.

Poner 1.5 mL de células en tres tubos de 1.5 mL. Centrifugar a 13

500 rpm por 30 seg y remover el sobrenadante cuidadosamente.

. Adicionar 1.5 mL de buffer Z a cada tubo, vortexear hasta

resuspender las células y nuevamente centrifugar y remover el
sobrenadante.

Resuspender en 300 uL de buffer Z, poner los tubos en nitrégeno
liquido por 1 min, inmediatamente después ponerlos en un bafio a
37°C por otro minuto (repetir dos veces mas el ciclo de congelar y
descongelar)

Tomar 200 pyL de cada tubo y ponerlos en un tubo nuevo, asi
como a un tubo ponerle la misma cantidad de buffer Z (blanco).
Adicionarles 0.7 mL de buffer Z + 3-mercaptoetanol

Empezar a contar el tiempo. Inmediatamente adicionar 160 uL de
ONPG 4mg/ml en buffer Z a cada tubo de reaccion y al blanco.
Poner los tubos a incubar a 30°C en oscuridad.

Después que cambien a color amarillo, agregarles 0.4 mL de
Na,CO3z 1M a cada reaccion y determinar el lapso de tiempo en
minutos.

Se centrifugan los tubos por 10 min a 13000 rpm vy
cuidadosamente se transfiere el sobrenadante a placas de 96

pozos para leerlas al espectrofotémetro

10. El espectrofotdmetro se calibra con el blanco a A4z y se miden las

muestras a esta longitud de onda con respecto al blanco.



Por otro lado, de la lisis celular restante se determind la proteina total de cada
tubo utilizando el Kit de Bio-Rad “ensayo de proteina DC, basado en el método
de Lowry. Para esto s6lo se utilizan 10uL de muestra, se le agrega 200 L de
solucion Ay 10 uL de solucion B, se deja incubando 15 minutos (esta reaccién

es estable por 1 hry se lee a 750 nm.

Se calcularon las unidades de [(-galactosidasa de la siguiente manera: una
unidad Miller de B-galactosidasa se define como la cantidad de enzima que
hidroliza un pmol de ONPG a o nitofenol y D-galactosa por minuto por

miligramo de proteina y se calcula con la siguiente formula

Unidades de B-galactosidasa = 1000 X ODg40/(t X V X mg proteina)

Donde t es el lapso de tiempo en minutos de incubacién, V es el factor de

dilucion.

PURIFICACION DE PLASMIDOS E IDENTIFICACION DE INSERTOS

Se aislaron los plasmidos que interactuaron con hAR de las levaduras. Primero
se hicieron multiples resiembras en medio SD-Leu para eliminar el plasmido
pGBKT7-hAR. Posteriormente, se lisaron las células con un buffer de lisis. Con
el sobrenadante se transformaron E. coli de la cepa DH5a, consecutivamente
estas células se cultivaron en medio LB para después lisarlas y purificar los

plasmidos.

Por medio de un miniprep de plasmidos de DNA por lisis alcalina se purificaron
los plasmidos para verificar que las colonias habian adquirido los plasmidos
presa, para determinar que tuvieran inserto, se digirieron con la endonuclesa
Hindlll debido a que corta en 4739 y 5497 flanqueando el sitio de multiples
clonaciones del plasmido vector pACT2-CWR ubicado de 4970 a 5089. Si el
plasmido no tiene inserto se observa una banda de 758 pb vy si tiene inserto se



esperan bandas de mayor tamafio o dos 0 mas bandas en el mismo carril del

mismo o menor tamano (758 pb) debido a que pueden tener sitios de corte
Hindlll.

MINIPREP DE PLASMIDOS DE DNA POR LISIS ALCALINA (modificado de
Ausubel, et. al, 1995).

1.

8.

9.

Inocular 5 mL de medio LB estéril y con ampicilina 100 pyg/mL con una
colonia bacterial. Incubar el cultivo toda la noche a 37°C con agitacion

(usualmente 16 hrs.)

Poner 1.5 mL del cultivo en un micro tubo y centrifugar a 13000 rpm por
5 min a 4 °C, eliminar el sobrenadante y repetir este paso. Guardar el

remanente del cultivo a 4°C.

Remover el medio por aspiracion, dejando el botén bacteriano lo mas

seco posible.

Resuspender el botdén bacteriano en 100 pL de la solucion GTE fria y

vortexear vigorosamente.

Agregar 200 pL de una solucion NaOH 0.2 N y SDS 1%, preparada al
momento, cerrar el tubo y mezclar por inversion 5 veces. No vortexear e

incubar el tubo en hielo por 5 minutos.

Adicional 150 yL de acetato de potasio 5 M pH 4.8. Cerrar el tubo y
vortexear en una posicion invertida por 10 seg. Incubar el tubo en hielo

por 5 min.

Centrifugar a 13000 rpm por 15 min a 4°C. Transferir el sobrenadante a

otro tubo. Repetir este paso.
Agregar 0.8 mL de etanol al 95% e incubar 30 min en hielo.

Centrifugar a 13000 rpm por 15 min a 4°C.

10.Remover el sobrenadante, lavar el pellet con 0.5 mL de etanol al 70% y

dejar secar el boton con el tubo invertido por 15 min.

11.Resuspender el botén en 30 pL de TE con 10 ug/ mL de RNasa. Incubar

por 30 minutos a 37°C.



12.Determinar concentracion espectrofotométricamente midiendo DOogo

Los plasmidos que tuvieron los insertos esperados se purificaron nuevamente,
pero ahora con un kit de miniprep de laboratorios Qiagen Inc. EUA (siguiendo

las especificaciones del fabricante) para obtener el DNA mas puro.

MINIPREP PARA PURIFICACION DE PLASMIDOS QIAGEN

1. Por cada plasmido a purificar poner 1 tubo con 5 mL de medio LB
e inocularlo con E. coli transformada. Incubarlos toda la noche a
37°C en agitacion constante (200 rpm)

2. Cosechar las células centrifugandolas a 13000 rpm a 4°C por 5
min. Eliminar el sobrenadante.

3. Resuspender el botéon bacteriano en 250 pyL de buffer P1 con
RNasa.

4. Adicionar 250 uL de buffer P2 y mezclar por inversién 4-6 veces.
No vortexear.

5. Agregar 350 pyL de buffer N3 y mezclar inmediatamente de 4-6
veces.

6. Centrifugar por 10 min. a 13 500 rpm a 4°C.

7. Pasar el sobrenadante a la columna de QIAprep utilizando una
pipeta.

8. Centrifugar por 60 seg a 13 500 rpm. Eliminar el eluato.

9. Lavar la columna adicionando 0.75mL de buffer PE y centrifugar
por 60 seg.

10.Eliminar nuevamente el eluato y centrifugar nuevamente 1 min
para remover el buffer de lavado residual.

11.Pasar la columna a un tubo de 1.5 mL para eluir el DNA,
adicionando 60 pL de buffer EB (Tris-Cl 10 mM, pH 8.5) en el
centro de cada columna. Incubar por 1 min a temperatura
ambiente y centrifugar por 1 min.

12.Cuantificar el DNA y alicuotar 200ng en 40 uL de agua.



De estas muestras, nuevamente se digirieron los plasmidos para verificar que
se encontraban los insertos y mandarlos a secuenciar (Laragen Inc. California,
EUA). Finalmente las secuencias de nucledtidos se identificaron con la ayuda

del programa BLAST en el GenBank.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASA

Para determinar la actividad especifica de B-galactosidasa, se eligieron cuatro
clonas de interaccion con hAR. La primera se eligié porque se sabe que si
interacciona con AR, la segunda porque es la que se observa con mayor
induccion en los ensayos en cultivo liquido de B-galactosidasa y finalmente 2
posibles proteinas no caracterizadas que interactian con AR. Para este
ensayo, primero se debe obtener el extracto de proteina total de levaduras de

la siguiente manera:

OBTENCION DE EXTRACTOS DE PROTEINA TOTAL DE LEVADURAS

Poner un preinéculo en 5 mL de medio de cultivo SD/-Leu/-Trp/-Ade/-His/ con
100nM de flutamida, dejarlo a 30°C y en agitacion (200 rpm) toda la noche.
Vortexear el tuvo del cultivo por 0.5-1 min para dispersar las células,
inmediatamente tomar 1 mL e inocular 100 mL de medio; incubar por 3 hrs a
30°C y en agitacién (200 rpm), hasta que las células estén en fase logaritmica
(ODggo = 0.5-0.8). Recordar la ODggp exacta cuando se cosechen las células.
Recuperar las células de los cultivos, centrifugar 5 min a 3000 rpm. Lavar 2
veces con H,O bidestilada fria. Lavar con amortiguador de lavado y extraccion
+DTT 1 mM.
1. Resuspender los botones celulares en 600 yL de buffer de lavado y
extraccion frio + DTT 1 mM.
2. Pasar la suspensién a tubos de 1.5 mL y agregar aproximadamente 1/3
de perlas de vidrio de 180 micrones frias.
3. Dar de 7-8 pulsos de vortex de 1 min.
4. Recuperar la suspension de células y pasarlas a otro tubo de 1.5 mL.
5. Centrifugar a 13000 rpm por 20 min a 4°C



6. Recuperar la fase acuosa y ponerla en un tubo de 1.5 mL limpio. Si no

se ocupa en el momento, guardar a -20°C.

Para hacer el ensayo de B-gal, se prepara un bano a 30°C. A temperatura

ambiente, por cada muestra experimental se preparan 3 tubos con (900 L de
buffer Z + DTT 1mM) + (cantidad X de pL de buffer de lavado y extraccion). La

cantidad de buffer depende del volumen de muestra que se vaya a usar. Si se

piensa utilizar un volumen de 10 uL de extracto, entonces se debe poner 90 uL

de amortiguador de extraccion. Para que se completen 100 uL entre los dos, y

para que junto con el buffer Z los tubos tengan un volumen final de 1000 L.

ENSAYO DE B-gal.

1.

Una vez que los tres tubos estén listos y en el bafio de temperatura se
les agregan 200 pL de la solucion de ONPG 4mg/mL y dar vortex.

Se deja transcurrir la reaccion el tiempo necesario para que las muestras
adquieran color amarillo. De preferencia color claro.

Cada uno de los tubos representa un tiempo distinto. Las reacciones se

detienen con 100 pL de una solucion de Na,CO3; 1 M. Dar vortex.

e — —

Tubo 1: 10min Tubo 2: 20 min Tubo 3: 30 min

4. Seleela D.O. De cada tubo a 420 nm.

5. Con los tres datos de D.O. y tiempos se hace una regresion lineal. Y con

la pendiente que se obtiene se realizan los siguientes calculos para

obtener la actividad especifica de 3-gal.

actividad especifica de B- gal= X2%/mg proteina total.
en donde: (m)(1.7)= X1 y X1/alicuota en mL = X2



La actividad especifica de una proteina, como en este caso de B-galactosidasa
se define como: (umol de sustrato o producto)(minuto)(mg proteina total)
(Leninger, 1984).



RESULTADOS

SUBCLONACION DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS HUMANO

Se clon6 al receptor de andrégenos humano completo (2 757 pb) en el
plasmido de expresion en levaduras pGBKT7 (figura 10), que tiene el dominio
de union a DNA de GAL4, los fragmentos se obtuvieron a partir de 2 plasmidos,
el primero VP-ABC, que incluye los aminoacidos 1-564 de hAR (1 692 pb), y el
segundo pCMV-hAR, que contiene al receptor completo se utilizé para obtener
el fragmento de aminoacidos 564-919 (1 065 pb). Lo que constituye una

ligacién triple
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Figura 10.- Clonacion del receptor de androgenos humano. En A se muestra el vector de
clonacién con los fragmentos de AR humano obtenidos de otros plasmidos, en B la
construccion esquematica de la proteina de fusiéon GAL4-DBD y hAR completo. C se observa
en un gel de agarosa al 1%. La flecha roja indica una banda del peso molecular de hAR
completo digerido a partir del plasmido pGBKT7-hAR con las endonucleasa Ndel y BamHI. En
el primer carril se muestra el marcador de peso molecular (MPM), en el segundo el plasmido
digerido (C) y en el tercero sin digerir (N/C).




Se sugiere que las ligaciones se hagan a 16°C y se dejen incubando toda la
noche para evitar que se degrade la ligasa, sin embargo, como se trataba de
una ligacion triple, no se sabia cual era la temperatura 6ptima, por lo que se
probaron tres (4°C, 16°C y temperatura ambiente), de cada reaccion. Se
tomaron 5uL de muestra para transformar bacterias y con esto obtener el
plasmido con hAR clonado. La ligacién a temperatura ambiente fue la mas
eficiente seguida de la de 4°C y contrario a lo que se esperaba, a 16°C no se

observo ligacion.

De 20 colonias bacterianas 14 tenian el plasmido clonado, se eligié una para
purificar el plasmido por medio del kit de Qiagen y se mandd a secuenciar.
Posteriormente, se alined con la secuencia de hAR para verificar que estuviera
bien clonado, en marco abierto de lectura con GAL4 y no tuviera mutaciones.
Por ultimo el plasmido se purificé por CsCl, debido a que por esta técnica
queda mas puro para poderlo utilizar en el ensayo de doble hibrido.

SISTEMA DOBLE HIiBRIDO EN LEVADURAS

Se implementd el sistema "Matchmaker two-hybrid system 3" de Clontech
Laboratories, Inc., siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé como
carnada el hAR activado con flutamida y se tamizé una genoteca de cancer de
prostata recurrente (CWR-R1). Esta genoteca se construy6 a partir de RNAm
obtenido de un xenoingerto de cancer de préstata recurrente obtenido de un
paciente y crecido en ratones atimicos. Los cDNAs se clonaron en un vector

que tiene el dominio de transactivacion de GAL4 (pACT2).

Cuando la carnada y la proteina de fusion de la genoteca interactuan, la region
de unién a DNA de GAL4 y la region de activacién del mismo se acercan,
completando la terna y asi se activa la transcripcion de los 4 genes reporteros
(Adenina 2, Histidina3, MEL1 o lacZ) bajo el control de distintas secuencias de

activacion corriente arriba y cajas TATA. Estos promotores permiten respuestas



fuertes y especificas para GAL4. Esta tecnologia es utilizada para identificar

nuevas interacciones entre proteinas.

Se realizé una transformacion inicial con pGBKT7-hAR utilizando la cepa de
levaduras AH109 como células hospederas para determinar que no activa de
manera autonoma los genes reporteros y que la construccion no es toxica para
las células hospederas. Subsiguientemente se hizo una cotransformacion.de la
carnada y la genoteca a pequeia escala, debido a que en el laboratorio no se

tenia la experiencia de utilizar este sistema.

Las transformantes fueron seleccionadas en medio Sabouraud Dextrose (SD) —
Leu/-Trp/ X-a-Gal y con 100nM de Flutamida (se utilizé esta concentracion de
flutamida, porque en estudios previos hicieron una curva dosis-respuesta para
la actividad de B-galactosidasa [Gaido, et. al, 1997; Moilanen, et. al, 1997]), con
esto solo se asegura que se encuentran los dos plasmidos dentro de una célula

hospedera y se pone azul.

Se obtuvieron aproximadamente 1000 colonias, de las cuales 123 activaron
con x-gal al tornarse de color azul. Posteriormente, estas 123 se resembraron
en medio SD/-Leu/-Trp/-Ade/-His/X-a—Gal en presencia de 5y 10 uM de 3-4
amino triazol (es un inhibidor competitivo de la proteina His3p, utilizado para
inhibir los bajos niveles de expresién de esta proteina) y sélo se observo el
color azul en 92 colonias, lo cual indica que expresaron los cuatro genes
reporteros. Consecutivamente, se hicieron multiples resiembras, para
garantizar que en cada colonia solo tuviera un plasmido de la genoteca y uno

expresando hAR

Se realiz6 otro tamizado utilizando X-gal en lugar de X-a—Gal debido a que es
menos sensible, esto se hizo para obtener soélo aquellas colonias cuya
interaccidn era mas fuerte y que indujeran mayor activacion de lacZ. Ademas

se repitio el experimento en presencia de los antiandrogenos flutamida,



casodex y acetato de ciproterona [100nM]. En total activaron 43 colonias, de
las cuales 25 activaron con flutamida (posiblemente ya no se observo la
activacién de lacZ en el resto de las colonias por la sensibilidad del reactivo),
30 con acetato de ciproterona y 23 con casodex; coincidiendo en la activacién
en presencia de los tres antiandrogenos, 16 colonias como se observa en la

figura 11. En ausencia de antiandrégenos no se observa activacion de lasZ.

TAMIZADO CON X-GAL Y LOS 3 ANTIANDROGENOS
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Figura 11.- En este cuadro se presenta en resumen cuales colonias activaron con cada uno de

los antiandrégenos y se observa que 16 coinciden en su activaciéon con las tres antihormonas.

PURIFICACION DE PLASMIDOS

Para purificar y verificar que el plasmido de las clonas positivas tuvieran
inserto, se hicieron multiples resiembras de las mismas en medio SD-Leu para
eliminar el plasmido carnada. Posteriormente, se lisaron las levaduras y los
plasmidos se transformaron en E. coli en presencia de ampicilina para
garantizar que solo se tuviera el plasmido de la genoteca, porque solo este
plasmido tiene el gen de resistencia a ampicilina. Los plasmidos se purificaron
por medio de miniprep de plasmidos de DNA por lisis alcalina y se digirieron
con Hind Ill (se esperaban bandas arriba de 758 pb, como se explicd

anteriormente).



De los plasmidos de las 43 clonas, se obtuvieron 26 con fragmentos arriba de
758 pb, de las cuales 7 activan con los tres antiandrégenos, 2 con dos
antiandrogenos (una con flutamida/acetato de ciproterona y la otra con acetato
de ciproterona/bicalutamida), 6 con flutamida, 10 con acetato de ciproterona y 1

con casodex.

En la figura 12, se muestran los plasmidos obtenidos sin digerir y digeridos con
Hindlll en geles de agarosa al 1.5%, en A se encuentran las activaciones
triples, es decir las que activan con los tres antiandrégenos (1-7) y las que
activan con dos antiandrégenos (8 y 9). En B los plasmidos que activan solo
con flutamida (10-16) y en C los que activan con acetato de ciproterona (17-
26). pAC2 es el vector pACT2 de los cDNAs de la genoteca CWR-R1. Los
nombres completos de las secuencias se pueden ver en la tabla 1 de acuerdo

con el numero.
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ENSAYO EN CULTIVO LiQUIDO DE B-GALACTOSIDASA

Se realiz6 el ensayo en cultivo liquido por triplicado, de las 26 clonas de los
plasmidos que tuvieron inserto, para verificar y cuantificar la actividad de [3-
galactosidasa de las interacciones proteina-proteina del doble hibrido en
levaduras, utilizando como sustrato ONPG. Se compar¢ la intensidad relativa
de la interaccion proteina-proteina observada en ausencia y en presencia de

100 nM de flutamida de las clonas que activan con las tres antihormonas,

UNIDADES DE B-GAL EN CLONAS QUE ACTIVAN CON

TRES ANTIANDROGENOS
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Figura 13 .- Unidades de [B-galactosidasa producida de las interacciones que activaron con
tres antiandrégenos, la induccion se hace con 100nM flutamida, AH son células de la cepa
AH109 sin plasmidos, C- y C+ son los controles negativo(hAR+Laminina [no interactua con el
receptor]) y positivo (hAR+ p53 [un activador de hAR])respectivamente, hAR es AH109 soélo
con hAR, en seguida se muestran las interacciones de hAR con diferentes proteinas de la
genoteca CWR-R1 en presencia (+) o ausencia (-) de flutamida.

Como se puede observar en estas clonas (figura 13), tres de las seis
interacciones activan siete veces mas en presencia de flutamida que en
ausencia y ademas con la misma magnitud que el control positivo (hAR con
p53 un activador transcripcional), estas son entre hAR y proteina ribosomal
S11 (P.RibS11), ubiquinona 1a subcomplejo 5 (Ubg5) 6 proteina ribosomal 16S
(P.RibS16). En lo que respecta con ubiquinona 1a subcomplejo 3 (Ubg3),

citocromo C oxidasa (Cyt C), proteina relacionada con Ia



diferenciacion/apoptosis (PNAS) y secuencia EDRK rica en factor 2 (SERF2),
no se observa una diferencia en activacion en presencia o ausencia del

antiandrogeno.

En las clonas que activan con dos antiandrégenos, se hizo la induccion con
acetato de ciproterona debido a que las dos activaron con el mismo, puesto
que la primera activa con flutamida/acetato de ciproterona y la segunda con
acetato de ciproterona/bicalutamida, como se puede apreciar en la figura 14, en
la primera no hay induccion significativa y en factor de transcripcion 3 (PBX3)
en presencia de acetato de ciproterona aumenta 4.2 veces, sin embargo es
mas baja que el control positivo.

UNIDADES DE B-GAL EN CLONAS QUE ACTIVAN CON
DOS ANTIANDROGENOS
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Figura 14.- Unidades de (-galactosidasa producida de las interacciones inducidas con dos
antiandrégenos, la induccion se hizo con acetato de ciproterona. AH son células de la cepa
AH109 sin plasmidos, C- y C+ son los controles negativo y positivo respectivamente, hAR es
AH109 solo con pGBKT7-hAR, en seguida se muestran las interacciones de hAR con las 2
proteina de la genoteca CWR-R1 que se encontraron en presencia (+) o ausencia (-) de

acetato de ciproterona.

En el caso de Cyt C en presencia de bicalutamoda o casodex no se observa
interaccidn significativa, asi como en ubiquitina b (UbigB) y prohibitina 2 (PHB2)
que activaron con flutamida; el miembro X de la familia de la histona H1 (H1FX)
y Cyt C activan tanto con flutamida como sin ella, indicando una fuerte
interaccién proteina-proteina, quizas independiente de ligando y HSP90 activa

solo en presencia del antiandrogeno al igual que el ALU (figura 15).
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Figura 15.- Unidades de 3-galactosidasa producidas con la induccién de flutamida y casodex

En cuanto a las interacciones que activan con acetato de ciproterona todas

activan con mayor magnitud en presencia del antiandrégeno, sin embargo, con
la proteina ribosomal L3 (RPL3P4), proteina 12 que interactua con el receptor

de hormona tiroidea (TRI12) y el transcrito variante 7 parecido a NHS1

(NHSL1) no es tan significativo el cambio en la induccion en presencia o

ausencia del antiandrogeno, como se puede apreciar en la figura 16.
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Figura 16.- Unidades de (-galactosidasa de las interacciones que activaron con acetato de

ciproterona



IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS QUE INTERACTUARON CON hAR

Los plasmidos nuevamente se purificaron pero ahora por columnas, debido a

que deben tener una pureza mas elevada para poder secuenciarlos, después

con las secuencias y con ayuda del programa BLAST se identificaron los 26

cDNAs obtenidos en el GenBank las alineaciones se muestran en anexo y el

resumen en la tabla 1.

Tabla 1.- Las secuencias identificadas se ordenaron de acuerdo a su activacion por los

antiandrégenos, se da el nombre, descripcion, identidad entre la secuencia obtenida de la

genoteca y la secuencia del GenBank y las veces de induccién con el antiandrégeno en los

ensayos de ONPG.

NOMBRE Y N° GenBank DESCRIPCION IDENTIDAD | INDUCCION
B-GAL
Activan con 3 antiandrégenos
1. Ubiquinona 1a subcomplejo 3 Nueva proteina similar a NADH | 99% 1X
deshidrogenasa 9kDa (NDUFA3)
2. Proteina Ribosomal S11 Se tiene el CDS completo 99% 7X
gi|11225779|emb|AL359708.8|
3. Ubiquinona 1a subcomplejo 5 NADH deshidrogenasa de 13 kD 100% 7X
gi[13699821|ref|[NM 005000.2]|
4. Citocromo C oxidasa subunidad | Proteina mitocondrial 100% 1X
Il
gi|57904248|gb|AY882415.1|
5. Proteina ribosomal 16S RNR2. Forma parte del RNA ribosomal 16S 99% 7X
gi|32894297|gb|AY339544.1|
6. PNAS 119. Proteina relacionada con la | 97% No se
. diferenciacién/ apoptosis NB4 observa
gi|12751084|gb|AF277177.1|A pop
F277177
7. SERF2. Secuencia EDRK rica en Factor 2 100% No se
observa

gi|14198304|gb|BC008214.1]

Activan con 2 antiandrégenos




8. No alinea Flu/Cyp

1X

9.PBX3 Cyp/Cas. Factor de transcripcion 3 de células de | 99% 4.2X
. leucemia
gi|[16877461|gb|BC016977.1|
Activan con flutamida
10. HSP9O0. Proteina de shock térmico de 90kD. | 98% 7X
. Interactta con AR en citoplasma
gi|40254815|ref[INM_005348.2| P
sirviéndole como chaperona
11. H1FX. Miembro X de la familia de la histona | 98% 1X
. H1.
gi|20336759|ref[NM_006026.2|
12. Citocromo C oxidasa | Proteina mitocondrial 99% 1X
subunidad Il.
gi|57904248|gb|AY882415.1|
13. ALU Secuencia repetitiva transcrita, con | 100% 12X
potencial para crear exones alternativos
y resultan en artificios
14. Ubiquitina B. Involucrada en la degradacion y | 97% 1.5X
. regulacion de proteinas.
gi[24660326|gb|BC038999.1| g P
15. PHB2. Prohibitina 2, proteina de 37kD que | 100% 0.9X
. recluta HDAC1, ademas se ha descrito
gi|15928585|gb|BC014766.1|
con actividad de represor del Receptor
de Estrégenos (ER) (Bacher et al,
2002)
Activan con Casodex
16. Citocromo C  oxidasa | Proteina mitocondrial 100% 0.9X
subunidad II.
gi|57904248|gb|AY882415.1|
Activan con Acetato de Ciproterona
17. RPL3P4. Proteina ribosomal L3 100% 1.8X
gi|29789539|ref[ING_002559.1|
18.-hnRNP L. Ribonucleoproteina nuclear | 90% 2X
. heterogénea L involucrada en el
gi|52632384|ref[INM_00100533 g
5.1 reconocimiento de proteinas y union de
Al nucleétidos
19.-CDC37. Proteina que interactua en citoplasma | 96% 41X

gi|38014177|gb|BC000083.2]

con AR en el LBD en presencia de
hormona (Rao, et al, 2001)




20. Mus Musculus Proteina que se alinea al genoma del | 99% 1.6X
. téon M |
qil55583479|gb|AC122159.30] | ‘oo S MUSCUILS
21. mgc23909. Proteina hipotética con un sitio de N- | 100% 29X
9i[22382064|gb|BC028585 1| glicosilaciéon y su gen se encuentra en
el cromosoma 5 de Homo sapiens.
Funcién desconocida
22. RPL3. Proteina ribosomal L3. No se | 100% 2.7X
gi[56972439|gb|BC088373.1| encontraron dominios caracteristicos
23. Citocromo b. Proteina mitocondrial 100% 2.6X
gi|48596223|gb|AY195792.2|
24 . TRIP12. Proteina 12 que interactia con el | 97% 1.3X
. t d h tiroid
gil10863902|ref|[NM_004238.1| | 'co°Por  de hormona - Aroided
(Strausberg, et al, 2002).
25. Subunidad C2 del proteosoma | Pertenece al centro catalitico del | 100% 2.8X
208 proteosoma 20S
gi|8894666|emb|AJ272019.1|M
MU27201
26. NHSLA1. Transcrito variante 7 parecido a NHS1. | 98% 1.2X
. Funcion d id
gil88999371ref|XM_945448.1| | ' Con deseonociaa

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASA

Finalmente se determind la actividad especifica de B-galactosidasa debido a
que como su nombre lo dice, se puede determinar la interaccién proteina-
proteina mas especificamente porque a diferencia del ensayo de cuantificacion
de B-galactosidasa, se mide la actividad de la enzima a diferentes tiempos

asegurando una medicidbn mas exacta.

Se eligieron cuatro clonas de interaccién con hAR. HSP90 se eligié porque se
sabe que si interacciona con AR, ubiquinona 1a subcomplejo 5 (Ubg5) porque

es la que se observa con mayor induccidn en los ensayos en cultivo liquido de




B-galactosidasa y finalmente SERF2 y Prohibitina 2, por ser proteinas no

caracterizadas que interactuan con AR.

En la figura 17, podemos observar la induccién en la actividad de [-
galactosidasa de las interacciones con hAR, con o sin flutamida, como se
puede ver en presencia de flutamida solo se ve una induccion significativa con
HSP90, esto podria deberse a que como se sabe, esta proteina interactua con
hAR en ausencia de ligando y es posible que la accion de la flutamida no sea

suficiente para desplazar la interaccion con esta chaperona.

Sin embargo, como se puede apreciar en la grafica, existe una disminucion en
la actividad en presencia de flutamida en las interacciones de hAR con Ubg5,
SERF2 y prohibitina 2. En lo que se refiere a prohibitina 2, esta disminucién
puede deberse a que esté actuando como represor transcripcional con en el
caso del ER (Martin y Katzenellenbogen, 2003; Mishra, et. al, 2005;) y en
cuanto a las otras proteinas es posible que excitan interacciones en ausencia

de hormona (lo cual ya se sabe con HSP90) bajo este experimento mas
sensible.
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Figura 14.- Actividad especifica de [(-galactosidasa de cuatro interacciones hAR-
HSP90/Ubqg5/SERF2/Proibitina2. AH (AH109 sin plasmido), C- levaduras con pGADT7-T y
pGBKT7-Lam control negativo de la interaccion), C+ (levaduras con pGADT7-T y pGBKT7-53
control positivo de la interaccién), hAR (levaduras con solo pGBKT7-hAR). La induccion se hizo
con 100nm de flutamida.



DISCUSION

La importancia de los andrégenos en el desarrollo del cancer de prostata se ha
conocido desde hace medio siglo, cuando la castracion del individuo era la
terapia recomendada. Adicionalmente, se ha sugerido que los polimorfismos
del AR, especialmente el relacionado con el numero de repeticiones de
glutamina en el exén 1 del gen, estan asociados con el riesgo de CaP (Gsur, et
al, 2002).

Sin embargo, no todos los estudios han confirmado esta asociacion. Ahora es
claro que carcinomas prostaticos emergen de manera dependiente de
androgenos y que sorprendentemente, durante la terapia de privacion de
androgenos, pueden resurgir como tumores hormono-refractarios y son
capaces de reactivar la sefalizacion mediada por AR a pesar de los bajos

niveles de andrégenos.

Una tercera parte de los carcinomas hormono-refractarios de prostata tienen
amplificacion del gen de AR (Zhang, 2003) y ademas, del 10 al 30% de estos
carcinomas tratados por antiandrégenos adquieren puntos de mutacion en el
gen de este receptor. Asi mismo, diferentes grupos han visto la expresion de
genes andrégeno regulados en cancer hormona-refractario. Ademas, se ha
mostrado que la interrupcion de la traduccion de AR en el ribosoma o por la
inhibicion mediada por oligonucleétidos antisentido en lineas celulares de
cancer de prostata refractario sefialan una implicacion directa del AR en esta
enfermedad (H&&g et al, 2005; Culing, et al 2004). Todos estos datos sugieren
fuertemente que el receptor de andrégenos podria ser considerado como

blanco de tratamiento para este tipo de cancer.

En contraparte, uno de los mayores problemas del tratamiento con
antagonistas es la resistencia del cancer a la terapia, la cual esta asociada con

la pérdida de la inhibicion del AR. Una de las explicaciones moleculares es que



hay una menor expresion de correpresores 6 que han perdido la habilidad para
reprimir al AR, y posiblemente activan vias de sefalizacion alternas (Liang-
Nian, et. al, 2004).

Se ha observado, que la expresién de algunos coactivadores incrementa
después de la privacion de andrégenos en células de cancer de proéstata, esto
podria ayudar a estas células a adaptarse a ambientes con baja concentracion
de andrégenos. En varios estudios, hay evidencias de que las propiedades
antagonistas de los antiandrégenos se reducen sustancialmente cuando un
coactivador se sobreexpresa o cuando bajan la concentraciones de un

correpresor. (Culing, et. al 2004).

Aunque muchos coactivadores de AR han sido identificados, pocos
correpresores se han encontrado y caracterizado; la mayoria de estos
correguladores se han encontrado utilizando el sistema doble hibrido en

levaduras.

El sistema doble hibrido en levaduras se ha utilizado ampliamente para
identificar interacciones proteina-proteina y nos proporciona informacion
adicional de ORFs en un contexto bioldgico, con el objeto de entender sus
funciones (Uetz, et al, 2000). Este sistema es sensible y flexible para ser
comprobado con otros métodos. Generalmente se tamizan genotecas de cDNA
para encontrar proteinas no caracterizadas. Los resultados obtenidos con este
sistema demuestran que se pueden encontrar un numero significante de vias
de sefalizaciéon y/o complejos que aun no se han descubierto (Uetz, et al,
2000).

Desde la década de los 90s, han establecido varios sistemas de doble hibrido
en levaduras para detectar cuantitativamente la interaccidn directa ligando
(agonista)-receptor nucleare y correguladores (Chen, et al. 2004), sin embargo,
con ligandos antagonistas aun no ha sido evaluado, por lo que en esta
investigacién se tamizd una genoteca de cancer de prostata recurrente (CWR-
R1) que expresa a hAR y es estable en ausencia de andrégenos (Gregory et.

al, 2001) en presencia de flutamida, que es un antagonista del hAR.



Por otro lado, Rana y colaboradores en 1998, determinaron que
Saccharomyces cerevisiae es sensible para tamizar efectivamente genotecas
utilizando al AR como carnada, con lo cual demuestran que la actividad de [3-
galactosidasa es estrictamente dependiente de la presencia de T y DHT, en
contraste, los antiandrégenos CPA y flutaida no inducen la actividad del
reportero. Sin embargo, en nuestro modelo de estudio observamos la presencia
de actividad de B-galactosidasa en presencia de antagonistas, esto sugiere que
posiblemente existe un mecanismo diferente de activacién del receptor

signifique en cancer de prostata recurrente.

Por otro lado, en el presente trabajo pudimos identificar proteinas de diferentes
compartimentos celulares incluyendo nucleo, citoplasma, ribosoma vy
mitocondria. No todas las secuencias han sido reportadas previamente y
algunas que se encuentran en marco abierto de lectura son denominadas
proteinas hipotéticas. También aislaron secuencias no codificantes. (Ver tabla
2)

Tabla 2.- Proteinas identificadas por BLAST y ordenadas de acuerdo a

Compartimentos celulares.

Nucleares

H1FX, Miembro x de la familia de las histonas 1
Ubiquitina B

Subunidad C2 del proteosoma 20S

PHB2, Prohibitina 2

hnRNPL, Ribonucleoproteina nuclear heterogenea L

o a0k w b=

TRI12, Proteina 12 que interactua con el receptor de hormona
tiroidea

7. PBX3 Factor de transcripcién 3

Citoplasmicas

1. HSP90, Proteina de choque térmico 90
2. CDC37

Ribosomales

1. Proteina ribosomal S11
2. RNRZ2, Forma parte del RNA ribosomal S16
3. RPL3P4, Pseudogen de la proteina ribosomal L3




4. RPL3, Proteina ribosomal L3

Mitocondriales

1. Ubiquinona 1 alfa subcomplejo 3 (NADH)
2. Ubiquinona 1 alfa subcomplejo 5 (NADH)
3. Citocromo C oxidasa subunidad Il (3 veces)

4. Citocromo B

No descritas

Proteina relacionada con la diferenciacion/apoptosis NB4
Transcrito variante 7 parecido a NHSL1

mgc 23909 Proteina hipotética con sitio para N-glicosilacion
SERF2, secuencia EDRK rica en factor 2.

secuencia no descrita que puede ser ortéloga con alguna de

o M w0 Dd =

Mus musculus

No codificantes

1. ALU

2. No alinea.

Las proteinas nucleares encontradas fueron: 1) H1FX, miembro X de la familia
de las histonas 1, esta familia de proteinas son ricas en residuos de lisina. En
ausencia de H1, el nucleosoma se comprime a ~146 pb de DNA por 1.75
vueltas. En presencia de H1, el cromatosoma contiene dos vueltas completas
de 168 pb. La proporcion de H1 es 1:1 con respecto al numero de
nucleosomas. Se han descubierto siete variantes de la histona H1. Hay
estudios que revelan la asociacion entre subtipos de H1 en el crecimiento y
diferenciacion celular (Jason et al.,2005).

Se sabe que la sobreexpresion de la histona H1 puede disminuir la progresién
del ciclo celular y reprimir la expresion de genes, ademas han mostrado que
este subtipo de histona y la RNA polimerasa |l comparten un epitope antigénico
comun, sugiriendo que pueden competir en regiones similares de la cromatina
(Th’'ng et al., 2005). Por lo tanto, esta proteina puede estar actuando como un

represor transcripcional.

Bouterfa et al.,, en 1995, demostraron que los niveles de expresion de un

subtipo de H1 correlacionan inversamente con la proliferacién celular y sus



datos sugieren que varios receptores nucleares incluyendo a AR pueden influir

en la proliferacion celular via regulacion de la expresion de este subtipo de H1.

2) Ubiquitina B, esta involucrada en la degradacion de proteinas regulatorias,
anormales o mutadas (Ciechanover, 1998). Asi mismo existen evidencias de
que la conjugacion de NRs con la ubiquitina esta involucrada con la
transcripcion dependiente de los mismos, en el caso especifico de AR, se sabe
que es blanco del proteosoma 26S en ausencia de ligando, sin embargo,
incrementa su estabilidad al estar unido a su ligando (Dennis, 2005). La
degradacion mediada por ubiquitinas de proteinas regulatorias es critica en
varios procesos celulares tales como progresion del ciclo celular, transduccion

de senales, regulacion transcripcional y endocitosis.

Ademas, la ubiquitinacién actua como sefal para el trafico de proteinas,
activacién de factores transcripcionales y otros procesos no proteoliticos (Hicke
2001, Pickart 2001, Weissman 2001). Algunos estudios han sugerido que la via
ubiquitinacién-proteosoma esta involucrada en la activacién de genes mediada
por receptores nucleares (Nawaz et. al. 1999). Mientras que al inhibir el
proteosoma aumentas los niveles de AR en células LNCaP y HepG2 (Sheflin et
al, 2000). Asi mismo, coactivadores tales como SRC-1, TIF2, GRIP1 y CBP
también son blanco del sistema ubiquitina-proteosoma. Varias ubiquitinas han
sido identificados como proteinas que interactuan con receptores nucleares
(Lonard 2000, Baumann et al 2001).

Por otra parte, se ha demostrado que Ubiquitina C interactua con AR y
aumenta la transactivacion dependiente del mismo (Poukka et al, 1999), por lo
que ubiquitina B también podria interactuar con este receptor, debido a que las
ubiquitinas comparten ciertos dominios de interaccion entre el que esta el
dominio de interaccion con AR. Por otra parte, algunos miembros de la familia
de ubiquitinas pueden actuar como coactivadores de varios miembros de la
superfamilia de receptores nucleares (Beitel et al 2002). La ubiquitinacion de
receptores nucleares y sus correguladores pueden determinar el destino y



funcién de estas proteinas, sin embargo, los mecanismos moleculares y
factores que forman estas modificaciones no han sido bien caracterizados, por
lo que se sugiere que la ubiquitina b puede estar participando en alguno de

estos procesos.

3) Subunidad C2 del proteosoma 20S, es el centro catalitico del complejo
proteosomal 26S responsable de la degradacion de proteinas dependiente de
ATP de sustratos ubiquitinados. Con un peso molecular de aproximadamente
750 kDa. El complejo proteosomal 20S de eucariotes esta compuesto de por lo
menos 14 subunidades con diferente carga y estas subunidades estan
divididas en dos categorias a y 3, con base en la similitud de sus secuencias
(Huang y Burlingame, 2005). La subunidad que se aislé en este doble hibrido
pertenece a la primer categoria y es denominada a6(C2). Existen por lo menos
dos diferentes vias que llevan a la activacidon del proteosoma 20S de
eucariotes. Una involucra la union al complejo proteosomal 19S para formar el
proteosoma 26S y la otra implica la uniéon de una proteina activadora llamada
PA28, cada una de estas vias permite la activacion del proteosoma 20S. El
proteosoma 26S es responsable de la degradacién de proteinas ubiquitinadas y
es dependiente de ATP, este proteosoma se ha identificado en todos los

eucariotes (Nawaz et. al. 1999).

Beitel y colaboradores (2002) utilizaron la regién NH, terminal, que contenia
repeticiones poliGln para aislar ARNIP una ubiquitin ligasa, y la longitud de esta
region de poliglutaminas esta inversamente asociada con el riesgo al CaP
(Irvine, et al 2000).

Se tiene la hipotesis que las proteinas que tienen un tracto de poliglutaminas
como el AR pueden ser resistentes a la degradacion, previenen el reciclamiento
de la ubiquitina e interrumpen la funcién del proteosoma. La via ubiquitina-
proteosoma es esencial para la degradacion rapida de muchas proteinas
regulatorias criticas y su interrupcion es fatal para la célula (Wyttenbach, et. al,

2000). En CaP la reduccién de poliQ en AR es la que parece estar involucrada



en esta enfermedad, por lo tanto, es mas dificimente que se le una la

ubiquitina y esto aumenta la vida media del AR.

3) Prohibitina 2 (PHB2), también conocida como prohibitona, es un represor de
la actividad del receptor de estrogenos (REA) o proteina 37 asociada con el
receptor de células B (BAP 37)(Terashima, et al, 1994; Bacher et al, 2002;
Nijmans, et al, 2002; Mishra, et al, 2005). Tiene una masa molecular de 37 kDa
y su funcion bioldégica es poco entendida. Es una proteina conservada
evolutivamente, ya que se ha encontrado desde cianobacterias hasta células
de mamiferos. Fue nombrada prohibitina por su habilidad de inhibir la
proliferacion celular. Su localizacion nuclear ha sido reportada en lineas
celulares de cancer de prostata LNCaP y de seno, en estas ultimas colocaliza
con E2F1 y p53 (Mishra, et al, 2005). Se ha demostrado que PHB y PHB2
forman complejos heterotetraméricos entre ellas y ademas con otras proteinas
y estos complejos son importantes para la estabilidad de ambas proteinas
(Bacher, et al, 2002).

El reclutamiento de prohibitina a promotores induce la represién transcripcional
dependiente de desacetilasas de histonas 1 y se ha visto que también media
represion ejercida por N-CoR en promotores regulados por PHB (Wang, et al,
2002; Luguo, 2004). Ademas, se ha demostrado que PHB2 interactua con el
receptor de estrogenos (ER) y reprime su actividad transcripcional (Delage-
Mourroux, 2000) porque compite con la union de SRC-1 via el motivo LXXLL en
su NH, terminal (Lin, et al, 2003). ER es miembro de la familia de SHRs como

AR. Sin embargo, no se ha demostrado previamente una interaccion con AR.

Se conocen mas datos sobre el funcionamiento de PHB que de PHB2. Se ha
encontrado que prohibitina es regulada por andrégenos, ademas, en la linea
celular de cancer de prostata PC3, transfectada con AR silvestre, demostraron
una disminucién dependiente de andrégenos de PHB de alrededor del 30 % en
presencia de 100nM de DHT. Al parecer, PHB es un importante blanco de

androgenos en células epiteliales de préostata debido a que regula a nivel



transcripcional y media la sefializacién de andrégenos en el ciclo celular. La
localizacion nuclear y efecto inhibitorio de PHB en el crecimiento estimulado
por DHT indica que PHB juega un papel importante en la represion del
crecimiento en células sin estimulo. Este efecto, al parecer esta relacionado
especificamente con hormonas y puede ser distinto al efecto mitocondrial de
PHB (Gamble, et al, 2004).

4) hnRNPL, ribonucleoproteina nuclear heterogénea L, se ha mostrado que
esta proteina es necesaria para la proliferaciéon celular y los niveles de esta
proteina son regulados a nivel traduccional. Su sobreexpresion se ha
observado en varios tipos de cancer, sin embargo, no se sabe si esta
desregulacion es una consecuencia de o lleva a la proliferacion celular
desregulada (Taguchi, 2004; Yaowu, et al, 2005). Por otro lado, Egger y
colaboradores en 2006, sugirieron que el perjudicar el ensamble de las
subunidades de RNP del spliceosoma, al parecer es responsable de algunas

patogénesis como cancer.

Por otra parte, como se sabe el ensamble de los exones en mamiferos durante
el splicing es comunmente mediado por la actividad de silenciadores del
splicing exénico (ESSs) y hnRNPL ha sido identificada recientemente como un
regulador de ESS en células T y tiene una actividad silenciadora adicional,
debido a que reprime la inclusion de exones de una manera ESS-dependiente
(Rothrock, et al, 2005; Egger, et al, 2006).

5) TRIP12, proteina 12 que interactua con el receptor de hormona tiroidea
(TR), es una proteina ubiquitin ligasa E3 y contiene un dominio HECT,
nombrado asi porque esta asociado con la ubiquitinacion y ribosilacion con poli-
ADP. El TR también pertenece a la superfamilia de NRs y muestra activacion
similar a los miembros de la familia de hormonas esteroides, por lo tanto es
probable que TRI12 también pueda interactuar con AR (Aravind, 2001;
Strausberg, et al, 2002).



6) PBX3 factor de transcripcion 3 de células de leucemia, pertenece a una
familia que comprende una gran clase de reguladores transcripcionales que
contienen un homeodominio atipico de 63 aminoacidos. Este dominio se pliega
en hélice-horquilla-hélice y comprende un motivo de unidon a DNA de tres alfa
hélices. PBX3 es el resultado del splicing alternativo producido por dos
transcritos de los genes PBX3A y PBX3B. La familia PBX tiene secuencia de
aminoacidos altamente conservada entre sus miembros y entre especies (Piper
et al., 1999).

Se han encontrado dos isoformas de PBX3, denominadas PBX3C y PBX3D
que surgen de un splicing diferente en la regién 5 del mRNA de PBXS3,
sugiriendo un potencial diferente entre los transcritos de células normales
comparadas con células de leucemia. Al parecer las células de cancer tienen
preferencialmente seleccionado un equilibrio favoreciendo la isoforma PBX3C,
la cual puede conferir una ventaja distinta a este tipo de células (Milech et al,
2001).

Se sabe que PBX3 interactua con PREP1 y se ha observado que este factor es
un coactivador, debido a que aumenta la actividad transcripcional del complejo
PBX/HOX unido al DNA (Ferretti et al., 1999) y de acuerdo a este modelo las
nuevas isoformas de PBX3 podrian ser incapaces de traslocar PREP1 al
nucleo e inhibir el efecto de aumentar la actividad del complejo
PBX3C(D)/HOX, porque la interaccion entre estas dos proteinas se da en una

region NH, terminal que les falta a estas proteinas (Berthelsen et al., 1999).

Por otro lado, Quin y colaboradores en 2004, demostraron que la expresion de
PBX3 es regulada por acido retindico, de manera transcripcional y post-
traduccional. La accion del acido retindico es mediada por el receptor de acido
retindico (RAR) y por el receptor X retinoide (RXR), los cuales al igual que el
AR pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares. Ademas al igual que
AR, las proteinas PBX estan en citoplasma, cuando interactuan con MEIS o

PREP sufren un cambio conformacional y exponen una sefal de localizacion



nuclear y se transloca la proteina dimérica al nucleo (Saleh et al., 2000), en
donde ejerce su funcion de regulador transcripcional al unirse al DNA. Ademas
se ha demostrado que mutaciones en PBX3 pueden promover el sindrome de

hipoventilacion central congénito (Rhee et al., 2004).

Se encontraron dos proteinas citoplasmicas HSP90 y CDC37, ambas ya se han
reportado como proteinas que interactuan con AR y las dos se han identificado

como chaperonas.

HSP90, proteina de choque térmico 90, es una chaperona molecular
dependiente de ATP que facilita el plegamiento de numerosas proteinas
involucradas en la traduccion de sefales en la célula. Las proteinas que
interactuan con HSP9O0 llevan a cabo funciones que estan involucradas en la
regulacion de la proliferacion celular, diferenciacion y supervivencia (Yun vy
Matts 2005). Entre estas proteinas se encuentran factores transcripcionales
como AR y otros RN. En este sentido mantiene en una conformacién estable al
receptor en ausencia de ligando y es importante para la unién del mismo
(MacLean, 1997).

CDC37, proteina 37 del ciclo de divisiéon celular, es una cochaperona cinasa de
HSP70 y HSP90. Esta asociada con el plegamiento de cinasas y su union a
AR ocurre en el LBD y depende parcialmente de HSP90 en presencia de
hormona. Los estudios muestran que CDC37 no se intercambia con HSP90,
sugiriendo que ésta funciona en un paso distinto en la via de activacion de AR
(Rao, 2001).

CDC37 es capaz de interactuar con y/o estabilizar a c-Src independiente de
HSP90 en mioblastos. (Yun et al, 2005).Una interaccion funcional de AR con
CDC37 se ha mostrado y es requerida para la activacién transcripcional del

receptor, en adicidén, a su interaccion con HSP90. Ademas, la actividad de



union de cinasas de CDC37 requiere de su fosforilacion por la caseina cinasa

2, una cinasa dependiente de HSP90.

También se encontraron proteinas ribosomales y mitocondriales,
Principalmente se encontré citocromo C oxidasa subunidad Il tres veces en el
tamizado y un citocromo B. Se ha reportado que citocromo ¢ oxidasa
subunidad Vb interactua con hAR estimulado por HSP70 en presencia de DHT
(Beauchemin, 2001).

Por otro lado, se tiene la hipdtesis que las irregularidades en la funcion
mitocondrial estan involucradas en neoplasias y la supresion de la expresion de
la ubiquinona 1 alfa subcomplejo 1 NADH, puede representar una clave para el
mecanismo patogénico en el desarrollo de cancer (Mamelak, et. al, 2005). En
este trabajo se encontraron dos proteinas de este tipo, Ubiquinona 1 alfa
subcomplejo 3 NADH (Ubg3) y Ubiquinona 1 alfa subcomplejo 5 NADH (Ubg5).

Ubq3, la reportd recientemente Pearce, A. en 2005, sin embargo, aun no esta
publicada, aunque se encuentra en el GenBank, descrita como un nuevo gen
que codifica para la dTDP-D-glucosa 4, 6-dehidratasa, posiblemente ortdloga
de ratén y este nuevo gen codifica para Ubq3, con un peso molecular de 9kDa.
La Ubg5, es una deshidrogenasa de 13 kDa que se encuentra en el interior de
la membrana mitocondrial y participa en el transporte de electrones. Por lo que
se sugiere, que alguna de estas proteinas podria estar interactuando con AR
en citoplasma dentro de alguna via de sefalizacion no gendmica en cancer de

prostata recurrente.

Dentro del grupo de proteinas no caracterizadas, se encontr6 SERF2 o factor
2 rico en EDRK pequenos. SERF2 se descubrié en adenocarcinoma de colon,
pero no se ha descrito su funcion. Esta proteina tiene dos sitios para
fosforilaciéon en la region NH, terminal, uno para amidacién, uno para unir

grupos miristilo y uno para involucrina. El primer sitio de fosforilacion es un



blanco especifico para proteinas cinasas dependientes de cAMP y cGMP.
Ambos tipos de cinasas al parecer tienen preferencia por la fosforilacion de
residuos de serina o treonina que se encuentran en por lo menos dos residuos
basicos consecutivos en la region NH, terminal, en esta secuencia el motivo es
'®KKQS™. El otro sitio de fosforilacion es 2'SVK?, in vivo es blanco de la
proteina cinasa C, que exhibe una preferencia por la fosforilacion de residuos
de serina o treonina que se encuentran cerca de un residuo basico, la
presencia adicional de este residuo basico en la regién NH; terminal del

aminoacido blanco aumenta la Vmax y la Km de la reaccién de fosforilacion.

Los precursores de hormonas y otros péptidos activos que son amidados, son
siempre directamente seguidos por un residuo de glicina el cual provee al
grupo amino y frecuentemente por lo menos dos residuos basicos consecutivos
(Arg o Lys) los cuales generalmente funcionan como un sitio de divisién para
un péptido activo precursor. Aunque todos los aminoacidos pueden ser
amidados, los residuos hidrofébicos neutrales como Val o Phe son buenos
sustratos, mientras que los residuos cargados como Asp o Arg son mucho
menos reactivos, en este sentido en SERF2 se encontrd el motivo 2KGKR?,

que puede ser un sitio de amidacién.

El sitio para la union de un grupo miristilo encontrado en esta proteina es
SGLSAAA®, se sabe que un apreciable nimero de proteinas eucariotas son
aciladas por la adicion covalente de miristato, un acido graso saturado C14, en
su residuo NH, terminal via un enlace amida. La secuencia especifica de la
enzima responsable para esta modificacion es la N-miristoil transferasa (NMT),
el motivo que reconoce esta enzima es una glicina en el residuo NH? terminal,
en la posicién 2 un residuo sin carga (no puede ser seguido de de un residuo
cargado o un residuo hidrofébico), en la posicidbn 5 un residuo pequeno sin
carga como Ala, Ser, Thr, Cys, Asn o Gly, y en la posicién 6 no debe ir una

prolina.

El transcrito variante 7 parecido a NHSL1, se predijo por un analisis

computacional automatico, este registro fue derivado recientemente de una



secuencia genomica, utilizando un método de prediccion de genes, apoyado en
mMRNA y evidencias EST. Aun no ha sido publicada y se encuentra en el
GenBanck en gi|88999371|ref| XM_945448.1|. De acuerdo con el programa
PROSITE, tiene un motivo de unién de grupo miristilo (2’ GLHGSN?>?), dos sitios
para la fosforilacion por la proteina cinasa C (**TYK®, ®°SEK®?) y otro para la
fosforilacién por la proteina caseina cinasa 2 CK2 (**TQPE’?), un sitio para
glicosilacion (*®*NKTL®®) y otro para unir un glicosaminoglicano (**SGIG®).

De acuerdo con Schwikowski et. al, (2000) basado en los datos de Uetz et. al,
(2000) menciona que existe una fiabilidad en el sistema doble hibrido de 72%,
por lo tanto, aproximadamente el 28% de las interacciones pueden ser
potencialmente falsos positivos. Por otro lado, se encontraron varias proteinas
hipotéticas, y uno de los principios de utilizar el sistema doble hibrido es
encontrar nuevas proteinas que interactuen con la proteina carnada de interés,

en este caso hAR y caracterizar su interaccion.



CONCLUSIONES

Con el sistema de doble hibrido en levaduras se lograron aislar diferentes

proteinas, las cuales no han sido reportadas como de interaccién con el hAR.

Algunas de las proteinas identificadas fueron: H1FX (Miembro x de la familia
de las histonas 1), PBX3 (Factor de transcripcion 3) y Prohibitina 2 (PHB2), y

no se sabe su relevancia en relacion al cancer recurrente u otro tipo de cancer

También, se encontraron algunas secuencias previamente anotadas como
proteinas hipotéticas en el analisis reportado sobre el genoma humano y uno
de los principios del sistema doble hibrido es encontrar este tipo de secuencias
para su posterior caracterizacion. En este grupo tenemos a la secuencia EDRK
rica en factor 2 (SERF2), la proteina relacionada con Ila
diferenciacién/apoptosis NB4 y el transcrito variante 7 parecido a NHSL1, y
seria interesante determinar si realmente se expresan y estan interactuando
con AR, si esta interaccion se da ubicuamente o si sélo se presenta en cancer

de préstata recurrente.

Por ultimo, podemos concluir que el sistema de doble hibrido en levaduras es
una herramienta que puede ser utilizada para estudios similares a este, ya que
pudimos encontrar algunas proteinas como HSP90 y CDC37, las cuales han

sido previamente descritas y se sabe que interactuan con el hAR



PERSPECTIVAS

Utilizar el sistema Gateway para clonar alguna de esta proteinas a un plasmido
con epitope de histidinas y posteriormente pueda ser clonado a un vector de

expresion en células de mamifero.

Determinar la interaccién in vitro de esta proteina con varios dominios del AR.
Para comprobar una interacciéon directa entre estas dos proteinas, para lo cual
se pueden llevar acabo experimentos de pull-down utilizando varios fragmentos
del AR fusionados a glutation-S-transferasa (GST), en presencia o ausencia de
diferentes ligandos. Asi se podra dilucidar que regiones de AR son importantes
para la interaccion de estas proteinas dependiendo del fragmento de AR

utilizado.

Si se dio la interaccion anterior se podra comprobar el efecto de este factor
sobre la actividad del AR en lineas celulares de cancer de préstata recurrente.
Estos estudios se llevan acabo midiendo la actividad transcripcional inducida
por el AR transfectado sobre genes reporteros de luciferasa en presencia o
ausencia de ligandos agonistas y antagonistas. Se espera que un verdadero
coactivador incremente la activacion inducida por este receptor y un
correpresor la inhiba. Inicialmente, se realizaran los estudios en células CV-1
que no expresan concentraciones importantes de receptores de hormonas
esteroides. Se repetiran los experimentos anteriores en células de cancer de
prostata LNCaP y CWR-R1 que expresan concentraciones importantes de AR

endogeno.

Finalmente, se podria determinar la especificidad de la proteina identificada
estudiando su efecto sobre la actividad de otros receptores nucleares. Los
experimentos de activacion transcripcional descritos anteriormente se podrian
repetir en células CV-1 utilizando otros NR como son: los receptores de

estrégenos alfa y beta, glucocorticoides y progesterona.
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ANEXO 1

Medios de cultivo, buffers y soluciones

MEDIOS DE CULTIVO

BACTERIAS

Medio LB (por litro)

Triptona 1049
Extracto de levadura 5¢g

NaCl 1049

Agar 12g (solo para cajas)
Medio SOC

Triptona 2%
Extracto de levadura 0.5 %
KCI 2.5 mM
NaCl 10 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glucosa 20 mM
pH 7

LEVADURAS

Medio YPDA (por litro)

Difco peptone 20g

Extracto de levadura 10 g

Adenina hemisulfatada 0.003 %
Dextrosa 2 %

Agar 20 g (solo para cajas)

Medio SD (por litro)

(NH,)SO4 59
Base nitrogeneda de

levaduras sin aminoacidos 1.7 g
H.O 850 mL
Apropiada solucién

Dropout 10X (aminoacidos) 100 mL

Dextrosa 2%
Agar 20 g (solo para cajas)
pH 5.8

Suplemento Dropout 10X (puede
esterilizarse por autoclave y guardarse a 4°C
por 1 afo)

L-Adenina hemisulfatada 200 mg/L
L-Arginina HCI 200 mg/L
L-Histidina HCI monohidratada 200 mg/L
L-Isoleucina 300 mg/L
L-Leucina 1000 mg/L
L-Lisina HCI 300 mg/L
L-Metionina 200 mg/L
L-Fenilalanina 500 mg/L
L-Treonina 2000 mg/L
L-Triptofano 200 mg/L
L-Tirosina 300 mg/L
L-Uracilo 200 mg/L

L-Valina 1500 mg/L



BUFFERS

TE

Tris-base 200 mM
EDTA 20 mM
TE/LiAc

TE + LiIAC 0.1 M (pH 7.5, ajustarlo con AcOH)

Buffer Z

Na2HPO 4 - 7TH20 16.1 g/L
NaH2PO 4 - H20 5.50 g/L
KCI 0.75g/L
MgS04 « 7TH20 0.246g/L

Ajustar pH 7.0, esterilizar por autoclave.

OTRAS SOLUCIONES

PEG/LiAc

PEG 4000 40% + Solucion TE/LiAc

X-gal

Disolver 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-
galactopiranosida en N,N-dimetilformamida
(DMF) a concentracion de 20 mg/ml. Guardar
en oscuridad a —20°C.

3-4 AT
3-4 AT 1M (3-amino-1,2,4-triazol) preparar en

H20O deionizada vy filtrar para esterilizar.
Guardar a 4°C

Buffer Z + - mercaptoethanol

A 100 ml de buffer Z, agregarle 0.27 ml de -
mercaptoethanol.

Buffer de lisis de levaduras

Triton X-100 2%
SDS 1%
NaCl 100mM
Tris-Cl, pH 8 10mM
EDTA,pH 8 TmM

Buffer de lavado y extraccion (por litro)

Solucion de fosfato de potasio 100mM
EDTA 1mM

pH 7.5, ajustar con KOH

ONPG

ONPG (o-nitrofenil b-D-galactopiranosida)
4 mg/ml en Z buffer. pH 7.0.

Preparar al momento de usarse. Se disuelve
em 2 hrs. aproximadamente.

Solucion GTE

Glucosa 50mM
Tris-Cl pH8 25mM
EDTA 10mM
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